Einfluss von körperlicher Aktivität auf die Endothelfunktion bei Herzinsuffizienz mit erhaltener linksventrikulärer Ejektionsfraktion im hypertensiven Rattenmodell by Schütt, Nicole
Einfluss von körperlicher Aktivität 
auf die Endothelfunktion
 bei Herzinsuffizienz mit erhaltener 
linksventrikulärer Ejektionsfraktion
im hypertensiven Rattenmodell 
Dissertation
zur Erlangung des akademischen Grades
Dr. med.
an der Medizinischen Fakultät
der Universität Leipzig
eingereicht von: Nicole Schütt
angefertigt am: Herzzentrum Leipzig
Klinik für Innere Medizin / Kardiologie
Betreuer: Herr PD Dr. rer. nat. habil. Volker Adams







1.1.1 Definition und klinisches Bild..................................................................................1
1.1.2 Epidemiologie und Prognose....................................................................................2
1.1.3 Ätiologie und Pathogenese.......................................................................................3
1.1.4 Diagnostik.................................................................................................................6
1.1.5 Therapie....................................................................................................................6
1.2 Vaskuläre Veränderungen bei HFpEF...................................................................................8




1.3.1 Einfluss des körperlichen Trainings auf die Endothelfunktion..............................14
1.3.2 Körperliches Training und HFpEF.........................................................................16
1.3.3 Hochintensives Intervalltraining ............................................................................17
1.4 Tiermodelle.........................................................................................................................18
2. Fragestellung..................................................................................................................................20














3.2.3 Messung der Herzfunktion.....................................................................................26
3.2.4 Invasive hämodynamische Druckmessung.............................................................26




3.2.9 Bestimmung der Proteinkonzentration nach der BCA-Methode............................30
3.2.10 Western Blot.........................................................................................................30
3.2.10.1 Herstellung der Gele und Gelelektrophorese...........................................30
3.2.10.2 Proteintransfer..........................................................................................31
3.2.10.3 Immundetektion.......................................................................................32
3.2.10.4 Chemilumineszenz und Densitometrie....................................................32











4.4 Proteinexpression der eNOS...............................................................................................40
4.5 Endothelzelldeckung...........................................................................................................41
4.6 Expression der NADPH-Oxidase gp91phox.......................................................................42
4.7 Expression AGE-modifizierter Proteine.............................................................................43
4.8 Aktivität der Matrixmetalloproteinasen .............................................................................44
5. Diskussion......................................................................................................................................45
5.1 Hauptaussagen....................................................................................................................45
5.2 Induktion einer HFpEF im hypertensiven Rattenmodell ...................................................46
5.3 HFpEF und endotheliale Dysfunktion................................................................................47
III
5.4 Molekulare Mechanismen der Endothelialen Dysfunktion bei HFpEF..............................51
5.4.1 Expression der eNOS..............................................................................................52
5.4.2 Oxidativer Stress und NADPH-Oxidase gp91phox...............................................53
5.4.3 Die Rolle der Matrixmetalloproteinasen................................................................55
5.4.4 Einfluss AGE-modifizierter Proteine auf die Endothelfunktion.............................57
5.5 Einfluss von HIT auf die endotheliale Dysfunktion ..........................................................58
5.6 HIT und molekulare Zusammenhänge................................................................................60









ACE Angiotensin Converting Enzyme
ACh Acetylcholin
AGE Advanced glycation endproduct
AK Antikörper
APS Ammoniumperoxodisulfat, Ammoniumpersulfat
Aqua dest destilliertes Wasser
arb. units arbitrary units




BNP brain natriuretic peptide
BSA Bovines Serumalbumin
CHI Chronische Herzinsuffizienz
COPD Chronisch obstruktive Lungenerkrankung
DAB Diaminobenzidin 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
EEC European Economic Community 
EKG Elektrokardiographie
eNOS endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase
ESC Europäische Gesellschaft für Kardiologie
HFpEF Heart failure with preserved ejection fraction
HFrEF Heart failure with reduced ejection fraction
HIT/HIIT Hochintensives Intervalltraining
HRP horseradish peroxidase
GAPDH  Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
KHK Koronare Herzkrankheit
LG Puffer Lower Gel Puffer
LVEDP Linksventrikulärer enddiastolischer Druck 
LVEF Linksventrikuläre Ejektionsfraktion






NT-proBNP N-terminales Propeptid BNP
OptimEx Optimizing Exercise Training in Prevention and 
Treatment of Diastolic Heart Failure
RIPA Radioimmunoprecipitation assay
SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamidgelelektro-
phorese
SEM Standard error of the mean
SNP sodium nitroprusside, Natrium-Nitroprussid
TEMED Tetramethylethylendiamin 
TIMP tissue inhibitor of metalloproteinase
TTBS Tris Tween Buffer Solution
UG Puffer Upper Gel Puffer
VI
Abbildungsverzeichnis
Abb. 1:    Kaplan-Meier-Überlebenskurve für Patienten mit HFpEF und HFrEF.......................  3
Abb. 2:       Pathophysiologie der HFpEF.......................................................................................  4
Abb. 3:      Schematische Darstellung der wichtigsten Endothelfunktionen.................................  8
Abb. 4:     Effekt des körperlichen Trainings auf das Endothel................................................... 14
Abb. 5:      Schematische Darstellung einer HIT-Trainingseinheit ….......................................... 25
Abb. 6: Charakterisierung der Versuchstiere........................................................................... 37
Abb. 7: Acetylcholin-abhängige Vasodilatation...................................................................... 38
Abb. 8: Natrium-Nitroprussid-abhängige Vasodilatation........................................................ 39
Abb. 9: Expression der eNOS und exemplarischer Western Blot........................................... 40
Abb. 10: Endothelzelldeckungsgrad der Aorta.......................................................................... 41
Abb. 11: Exemplarische Beispiele der aortalen Endothelzelldeckung...................................... 41
Abb. 12: Proteinexpression der gp91phox und exemplarische Western Blot Banden................. 42
Abb. 13: Proteinexpression und Lokalisation AGE-modifizierter Proteine.............................. 43
Abb. 14:    Aktivität der MMP-2 und MMP-9.............................................................................. 44
VII
Tabellenverzeichnis
Tab. 1: Tiermodelle zur Induktion einer HFpEF........................................................................ 19
Tab. 2: Zusammensetzung des Krebs-Henseleit-Puffers........................................................... 27
Tab. 3: Zusammensetzung des RIPA-Puffers............................................................................. 29
Tab. 4: Reagenzien zur Herstellung eines 10% SDS-Polyacrylamidgels für Western Blot....... 31 
Tab. 5: Primäre Antikörper für Western Blot............................................................................. 32
Tab. 6: Reagenzien zur Herstellung des Trenn- und Sammelgels für die Zymographie............ 34
Tab. 7: Reagenzien zur Herstellung eines Inkubationspuffers................................................... 35
Tab. 8: Reagenzien zur Herstellung eines Preservationspuffers................................................ 35





1.1.1 Definition und klinisches Bild
          “A condition in which the heart fails to discharge its contents adequately.”
                                           
                                                                                                               Thomas Lewis 1933 
Eine erste von Thomas Lewis 1933 aufgestellte Definition der Herzinsuffizienz wurde bis heute 
immer wieder erweitert und präzisiert (Lewis 1933). Die Europäische Gesellschaft für Kardiologie 
(ESC) beschreibt die Herzinsuffizienz als ein durch strukturelle oder funktionelle Veränderungen 
am Herzen verursachtes Syndrom mit typischen Symptomen wie Ruhe- oder Belastungsdyspnoe, 
Knöchelschwellung,  Leistungsminderung,  Schwächegefühl,  frühzeitigem Ermüden (Fatique)  und 
Zeichen der pulmonalen Stauung,  ggf.  mit  Rasselgeräuschen,  erhöhtem Jugularvenendruck oder 
Venenstauungszeichen. In der Folge kommt es zu einer Verminderung des kardialen Auswurfes, 
Zunahme des  intrakardialen  Druckes  und Trainingsintoleranz  (Dickstein  2008).  Auch Nykturie, 
Gewichtsreduktion,  Orthopnoe,  Flüssigkeitsretention  und  verschiedene  andere  Zeichen  können 
individuell das Vollbild der Herzinsuffizienz komplettieren (Hunt 2009). 
Die 1928 erstmals  entwickelten Kriterien der  New York Heart  Association (NYHA) sind heute 
Standard im klinischen Alltag und ermöglichen eine funktionelle Einteilung sowie die Beurteilung 
der Symptomschwere (Hunt 2005).
Neben der klinischen Einteilung in eine akute und eine chronische Form erfolgt zudem, aufgrund 
therapeutischer Ziele,  meist  die Differenzierung in eine Links-, Rechts- oder Globalinsuffizienz. 
Die Klassifizierung wird noch erschwert durch die erstmals 1937 von Fishberg publizierte Trennung 
in  eine  hypodiastolische  und  eine  hyposystolische  Form.  Erstere  wird  heute  als  diastolische 
Herzinsuffizienz oder Herzinsuffizienz mit erhaltener bzw. normaler Ejektionsfraktion (HFpEF oder 
HFnEF),  letztere  als  systolische  bzw.  Herzinsuffizienz  mit  reduzierter  EF  (HFrEF)  bezeichnet 
(Fishberg 1937). Eine linksventrikuläre Ejektionsfraktion (LVEF) von mehr als 50% wird dabei 
meist  als  physiologisch  angesehen  (Vasan  1999,  Masoudi  2003,  Redfield  2003,  Hogg  2004, 
McMurray 2012, Yancy 2013). Ob es sich bei den genannten Formen um zwei verschiedene oder 
um  eine  Entität  mit  gegensätzlichen  Ausprägungen  handelt,  ist  Bestandteil  gegenwärtiger 
Diskussionen  (Ouzounian 2008, Komamura 2013). Gewiss ist jedoch, dass es rein klinisch nicht 
möglich ist zwischen einer HFpEF und einer HFrEF zu differenzieren.
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Der  im  Folgenden  verwendete  Terminus  HFpEF  fordert  definitionsgemäß  das  Vorliegen 
Herzinsuffizienz-typischer Symptome, eine normale bzw. erhaltene EF (>50%) und eine gestörte 
diastolische LV Funktion (Vasan & Levy 2000, Paulus 2007, McMurray 2012, Yancy 2013). 
1.1.2 Epidemiologie und Prognose
Mit einer Prävalenz von etwa 23 Mio. Erkrankten weltweit und steigenden Hospitalisierungsraten 
erlangt die Herzinsuffizienz als öffentliches  Gesundheitsproblem zunehmende Bedeutung (Kannel 
1994,  Hoes 1998, McMurray 1998,  McCullough 2002, Curtis 2008,  Lloyd-Jones 2010). Allein in 
Europa tragen etwa 14 Mio., davon in Deutschland ca. 2-3 Mio., Personen diese Diagnose (Owan 
2006,  Hundertmark  & Frantz  2014).  Auch scheint  sich  die  globale  Prävalenz  über  die  Zeit  zu 
erhöhen.  So  konnte  zwischen  1970  und  1990  ein  dramatischer  Anstieg  verzeichnet  werden 
(Schocken 1992, Kannel 1994, Hoes 1998, McCullough 2002, Curtis 2008, Fang 2008). 
Ein stärkerer Fokus wird derzeit auf die HFpEF gerichtet, da diese Form bis dato nur schwer oder 
nicht therapierbar ist und etwa 50% aller Herzinsuffizienzfälle ausmacht (Redfield 2003, Bhatia 
2006, Owan 2006). Dabei schwankt dieser Wert innerhalb verschiedener Studien zwischen 44 und 
72% (Hogg 2004). Gründe dafür sind vor allem die Verwendung unterschiedlicher Studiendesigns, 
diagnostische Kriterien sowie das zunehmende Vorliegen bestimmter Risikofaktoren wie arterielle 
Hypertonie, Adipositas oder Diabetes mellitus (Vasan 1995, Owan & Redfield 2005, Owan 2006). 
Auch ist zu beobachten, dass sich der Anteil der Patienten mit HFpEF an allen Herzinsuffizienz-
Diagnosen über die Zeit erhöht hat. So konnte z.B. in der Olmsted-Kohortenstudie zwischen 1986 
und 1990 ein Anteil von nur 38% und von 1996 bis 2001 von 54% ermittelt werden (Owan 2006, 
Steinberg 2012). Die stark alters- und geschlechtsabhängige Prävalenz liegt generell zwischen 1,1 
und 5,5%. Nach Angaben verschiedener Studien steigt sie bei Personen mit einem Alter über 65 
Jahre auf einen Wert zwischen 3,1 und 5,5% an (Abhayaratna 2006, Bhatia 2006, Owan 2006). 
Auch die Inzidenz erhöht sich mit zunehmenden Alter (Ho 2013) und betrifft insbesondere Frauen 
(Vasan 1995, Fonarow 2007).
Ein  weiteres  Problem stellen  die  anhaltend hohen Morbiditäts-  und Mortaliätsraten  dar.  Die  1-
Jahres-Mortalitätsrate  der  HFpEF  entspricht  etwa  20  bis  30%  und  ist  vergleichbar  mit  der 
Mortalitätsrate bei HFrEF (Abb. 1) (Bhatia 2006, Owan 2006). 
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Abb. 1: Kaplan-Meier-Überlebenskurve für Patienten mit HFpEF und HFrEF (Owan 2006)
Anhand der I-Preserve-Studie wurden kürzlich die am häufigsten zum Tod führenden Ursachen bei 
HFpEF erfasst. 60% der Patienten versterben an kardiovaskulären Erkrankungen, wovon allein 26% 
einem  plötzlichen  Herzversagen  zuzuschreiben  sind.  Weitere  30%  erliegen  nicht-kardialen 
Ursachen und bei 10% der Patienten ist es nicht möglich eine genaue Ursache zu ermitteln (Zile 
2010).  Trotz  vieler  durchgeführter  Studien  konnten  bis  heute  keine  adäquaten  Medikamente 
entwickelt  werden,  welche  bezüglich  der  Mortalität  eine  Verbesserung  erzielen  (Cleland  2006, 
Solomon 2012, Edelmann 2013, Yamamoto 2013).
1.1.3 Ätiologie und Pathogenese
„The rate of relaxation of the heart is quite as important as the systolic
contraction. If an old man's heart relaxes slowly, his capacity for physical 
exertion is thus limited.“ 
Yandell Henderson 1923 
(aus ElGuindy & Yacoub 2012)
Als kardiovaskuläre Systemerkrankung identifiziert, ist der ätiopathogenetische Mechanismus der 
HFpEF bis heute noch lückenhaft. Die Gründe dafür sind zum einen die fehlende bzw. schwierige 
Möglichkeit zur Entnahme von myokardialem bzw. vaskulärem Gewebe betroffener Patienten und 
zum anderen ein Mangel an Tiermodellen, welche die HFpEF adäquat abbilden (Redfield 2004). 
Ein kürzlich von Paulus et al. publizierter Ansatz geht davon aus, dass bestimmte Komorbiditäten 
wie  arterielle  Hypertonie,  Adipositas,  Diabetes  mellitus,  COPD  und  Eisenmangelanämie  den 
Pathomechanismus  in  Gang  setzen  und  über  eine  Kaskade  zu  myokardialem Remodeling  und 
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diastolischer  (LV)  Dysfunktion  führen  (Paulus  &  Tschöpe  2013).  Dabei  spielt  die  arterielle 
Hypertonie als Hauptrisikofaktor eine zentrale Rolle (McMurray 2008) und gilt in 36% der Fälle als 
auslösender Faktor (Lee 2009). Entsprechend weisen 50 bis 90% der an HFpEF Erkrankten erhöhte 
Blutdruckwerte  auf  (Levy  1996,  Vasan  1996,  Owan  2006,  Oktay  &  Shah  2014).  Chronische 
Nierenerkrankungen, ventrikuläre Hypertrophie und Vorhofflimmern können ebenso zur Entstehung 
dieser Erkrankung beitragen (Kenchaiah 2002, Maisel & Stevenson 2003, Owan & Redfield 2005, 
Ather 2012). 
Neben der  arteriellen  Hypertonie  ist  die  endotheliale  Dysfunktion  bei  Patienten  mit  HFrEF als 
wichtiger Risikofaktor bereits identifiziert. Jedoch gibt es Unstimmigkeiten über das tatsächliche 
Vorliegen  dieser  Störung  bei  HFpEF.  So  berichten  einige  Forscher  von  einer  gestörten 
Endothelfunktion bei dieser Form der Herzinsuffizienz (Borlaug 2010, Akiyama 2012), wohingegen 
andere dies nicht nachweisen konnten (Hundly 2007, Haykowsky 2013). 
Nach Beschreibung von Paulus und Tschöpe sind die genannten Komorbiditäten in der Lage, einen 
systemischen proinflammatorischen Zustand zu induzieren (siehe Abb. 2). Dieser führt, infolge der 
Freisetzung  verschiedener  Mediatoren  wie  IL-6  (Interleukin-6),  TNFα (Tumor  necrosis  factor 
alpha), sST2 (lösliches ST2) und Pentraxin 3, zu vermehrter NADPH-abhängiger Produktion von 
reaktiven  Sauerstoffspezies  (ROS)  in  den  Endothelzellen  (Griendling  2000,  Paulus  &  Tschöpe 
2013).  Der  dadurch  erhöhte  oxidative  Stress  bedingt,  über  die  Bildung  von  Peroxinitit  aus 
Superoxid-Anionen, eine verminderte Stickstoffmonoxid(NO)-Bioverfügbarkeit (Paulus & Tschöpe 
2013)  und damit  die  Abnahme der  aortalen  (Hundley 2001)  sowie  der  globalen  Vasodilatation 
(Borlaug & Kass 2008). Die Folge ist eine gestörte Trainingstoleranz, welche einen entscheidenden 
Einfluss auf die Schwere und das Outcome der Erkrankung hat (Schächinger 2000, Fischer 2005). 
Abb. 2: Pathophysiologie der HFpEF (modifiziert nach Paulus & Tschöpe 2013 und Conceicao 2016)
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Weiterhin führt die systemische Inflammation über eine erhöhte Expression von VCAM (vaskuläres 
Zelladhäsionsmolekül)  und  E-Selektin  zur  vaskulären  Einwanderung  von  Monozyten  und  zur 
Bildung von TGF-β (transforming growth factor beta) (van Heerebeek 2008, Westermann 2011). 
Die  daraufhin  induzierte  Umwandlung  von  Fibroblasten  zu  Monofibroblasten  begünstigt  eine 
vermehrte extrazelluläre Ablagerung von Kollagen und führt dadurch zu einer erhöhten Steifigkeit 
der  Gefäßwand mit  folglich eingeschränkter Compliance und vermittelt  somit auch über diesen 
Mechanismus die für HFpEF typische Trainingsintoleranz (Paulus & Tschöpe 2013). Viele weitere 
Faktoren nehmen Einfluss auf die Zusammensetzung der extrazellulären Matrix (EZM) und damit 
auf die Vasodilatation. So spielen dabei, neben Dysbalancen zwischen Matrixmetalloproteinasen 
(MMPs) und ihren physiologischen Inhibitoren TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases), das 
Alter des Patienten, arterielle Hypertonie und Diabetes mellitus eine wesentliche Rolle (Owan 2006, 
Melenovsky 2007).
Wie bereits erwähnt, handelt es sich bei der HFpEF um eine Systemerkrankung. So kommt es nicht 
nur zu Funktionseinschränkungen der Gefäße, sondern auch des linken und rechten Ventrikels, der 
Vorhoffunktion sowie der arterioventrikulären Kopplung (Vasan 1995, Bhatia 2006, Redfield 2006, 
Dickstein 2008).
Noch bis vor kurzem wurde die diastolische Dysfunktion als primär vorliegende Komponente bei 
HFpEF propagiert (Zile & Brutsaert 2002, Zile 2004). Charakterisiert ist diese Störung durch eine 
verlängerte  myokardiale  Relaxation  sowie  eine  verlangsamte  ventrikuläre  Füllung  infolge  von 
Remodeling, welches sich in Form erhöhter Steifigkeit und Hypertrophie manifestiert (Abb. 2). Zur 
Aufrechterhaltung  eines  adäquaten  Schlagvolumens  erhöht  sich  kompensatorisch  der  end-
diastolische Druck (Wachter 2009). Jedoch gibt es einige Tier- und Klinikstudien, die andeuten, 
dass eine HFpEF auch ohne diastolische Dysfunktion vorliegen kann (Burkhoff 2003, He 2004, 
Maurer  2004a & 2004b,  Maurer  2005).  Umgekehrt  besteht  die  Möglichkeit  einer  diastolischen 
Funktionsstörung unabhängig von einer  HFpEF.  So konnte gezeigt  werden, dass  etwa 25% der 
Bevölkerung, davon überwiegend ältere Personen, eine diastolische Störung aufweisen ohne die 
Diagnose HFpEF zu tragen (Redfield 2003, Kuznetsova 2009). Neben dem Mangel an körperlicher 
Bewegung, Diabetes mellitus und LV Hypertrophie, sind viele weitere Erkrankungen in der Lage 
eine diastolische Dysfunktion hervorzurufen (Redfield 2003). 
Verschiedene  Mechanismen  initiieren  die  für  HFpEF  typische  konzentrische  Hypertrophie  des 
Myokards. So bewirkt die vermehrte endotheliale Produktion von ROS und die verminderte NO-
Bioverfügbarkeit,  über  die  Abnahme  der  löslichen  Guanylatzyklase-Aktivität,  eine  erhöhte 
Ruhespannung der Kardiomyozyten. Außerdem erfolgt, durch Hemmung der Proteinkinase G, die 
verminderte Phosphorylierung von Titin, in dessen Folge sich die myokardiale Steifigkeit erhöht 
und  sich  eine  konzentrische  Hypertrophie  ausbildet  (Paulus  &  Tschöpe  2013).  Als  mögliche 
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Auslöser  werden  ebenfalls  Inflammation,  ischämische  Zustände,  neurohumorale  Aktivierung, 
vermehrte  Kollageneinlagerung,  Quervernetzungen  innerhalb  der  extrazellulären  Matrix  (EZM) 
sowie bestimmte Zytokine diskutiert (Borbely 2005, Borbely 2009, Borlaug 2010, Kasner 2011, 
Paulus & Tschöpe 2013). 
Die extrem komplexe Pathophysiologie der  HFpEF wirft  noch viele  Fragen auf.  Sicher  scheint 
jedoch, dass sich die Mechanismen von denen der HFrEF unterscheiden. Dies lässt  sich daraus 
ableiten, dass letztere nicht die Folge inflammatorischer Prozesse ist. Zudem liegt bei der HFrEF 
häufig eine kombinierte systolisch-diastolische Funktionsstörung vor und es kommt zur Ausbildung 
einer exzentrischen Hypertrophie (Schmidt & Pieske 2012).
1.1.4 Diagnostik
Neben  den  anamnestisch  und  mittels  klinischer  Untersuchung  feststellbaren  Herzinsuffizienz-
typischen  Symptomen,  werden  für  die  Festlegung  der  Diagnose  HFpEF  außerdem  noch  eine 
erhaltene  oder  weitgehend  normale  EF  von  mehr  als  50%,  das  Vorliegen  einer  diastolischen 
Dysfunktion  oder  einer  strukturellen  Herzerkrankung,  wie beispielsweise  eine  LV Hypertrophie 
oder eine Vergrößerung des linken Vorhofes, als Kriterien gefordert (Dickstein 2008). 
Früher als Goldstandard eingesetzte invasive Verfahren zur Beurteilung der LVEF, werden heute 
zunehmend  durch  die  transthorakale  Echokardiographie  abgelöst  (Paulus  2007,  Nagueh  2009). 
Durch Bestimmung von BNP (brain natriuretic  peptide)  bzw. NT-proBNP kann,  aufgrund ihres 
negativen prädiktiven Wertes, das Vorliegen einer Herzinsuffizienz nahezu ausgeschlossen werden 
(Balion 2006, Battaglia 2006, Chen 2010), wobei vor allem das BNP zuverlässige Aussagen bei 
älteren  Patienten  erlaubt  (Ewald  2008).  Entsprechend  der  individuellen  Symptome  wird  die 
Diagnostik  abgerundet  durch  Untersuchungsmethoden  wie  z.B.  körperliche  Belastungstests, 
Kontrolle  verschiedener  Laborparameter,  EKG,  transösophageale  Echokardiographie  (TEE), 
Röntgen-Thorax-Aufnahme, Computer- und Magnetresonanztomographie oder andere Verfahren.
1.1.5 Therapie
Die Therapie der HFrEF basiert im Wesentlichen auf drei Säulen. Die erste Säule besteht aus dem 
stadienabhängigen Einsatz von ACE-Inhibitoren oder alternativ Sartanen (Angiotensin-II-Rezeptor-
antagonisten) in Kombination mit einem Betablocker. Bei anhaltender Symptomatik ist zudem, seit 
der  Veröffentlichung  der  Emphasis-HF-Studie,  die  Anwendung  eines  Aldosteronantagonisten  in 
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Betracht  zu  ziehen  (Zannad  2011).  Zusätzlich  können,  in  Abhängigkeit  zu  bestehenden 
Komorbiditäten,  Ivabradin  als  Inhibitor  des  If-Kanals  (Swedberg  2010),  Digoxin,  Hydralazin-
Isosorbitdinitrat (H-ISDN) sowie Diuretika verabreicht werden (Dickstein 2008). Der Einsatz von 
Statinen  wird  aktuell  nur  noch  unter  bestimmten  Voraussetzungen  empfohlen  (Kjekshus  2007, 
Tavazzi 2008).
Als zweite Säule kommen verschiedene interventionelle Verfahren zur Anwendung wie z.B. der 
ICD (Implantierbarer Kardioverter Defibrillator), die kardiale Resynchronisierungsstherapie (CRT), 
die Koronarrevaskularisation oder, als Ultima ratio, die Herztransplantation (Dickstein 2008).
Das  körperliche  Training,  als  dritte  mögliche  Therapieoption,  wird  von  beiden  amerikanischen 
Fachgesellschaften  (ACC/AHA)  aktuell  bei  leichten  Formen  der  Herzinsuffizienz  (Klasse  1) 
empfohlen (Hunt 2009).
Im Gegensatz zur HFrEF existieren für die Behandlung der HFpEF bis heute keine evidenzbasierten 
morbiditäts- und mortalitätsverbessernden Therapieansätze (Yusuf 2003, Owan 2006, Hunt 2009, 
Conraads 2012). So wurde beispielsweise der Einsatz von Perindopril bei HFpEF in der PEP-CHF-
Studie untersucht, wobei jedoch kein Unterschied in der Mortalität oder der Hospitalisierungsrate 
zwischen  einem  Placebo  und  dem  ACE-Inhibitor  beobachtet  werden  konnte  (Cleland  2006). 
Ähnliche Resultate konnten bei der Anwendung von Irbesartan in der I-Preserve-Studie ermittelt 
werden (McMurray 2008). Auch der Einsatz eines Betablockers verlor seit der Durchführung der 
OPTIMIZE-HF-Studie an Bedeutung (Hernandez 2009). Anhand der ALDO-DHF-Studie war es 
möglich, bei HFpEF unter Spironolacton zwar eine Verbesserung der diastolischen Dysfunktion zu 
beobachten, jedoch blieben die bei Herzinsuffizienz typischerweise auftretenden Symptome und die 
Lebensqualität unverändert (Edelmann 2013). Vergleichbare Ergebnisse lieferte auch die kürzlich 
veröffentlichte TOPCAT-Studie (Pitt 2014). Demnach kommt für die Therapie der HFpEF aktuell 
nur die Reduktion von Komorbiditäten und die symptomatische Behandlung, beispielsweise durch 
den Einsatz eines Diuretikums, in Frage. 
Verschiedene  neue  medikamentöse  Angriffspunkte,  wie  das  Zerstören  von AGE-Crosslinks,  die 
Stimulation der MMP-9-Aktivität oder die Verbesserung der NO-Bioverfügbarkeit, stehen im Fokus 
der  aktuellen  Forschung.  Auch  das  körperliche  Training  wird  zunehmend  als  mögliche 
Behandlungssäule diskutiert  und erforscht,  besonders aufgrund seines  nachgewiesenen positiven 
klinischen Outcomes (Edelmann 2011, Piepoli 2011).
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1.2 Vaskuläre Veränderungen bei HFpEF
1.2.1 Das Endothel und seine Funktion
Das einschichtig angeordnete Endothel kleidet alle Blutgefäße im Inneren aus und fungiert so als 
Barriere zwischen Blut und Gefäßwand (Shepherd & Vanhoutte 1979). Als wichtiger Mediator im 
kardiovaskulären System erfüllt es eine Vielzahl von Funktionen, die größtenteils durch das vom 
Endothel  synthetisierte Stickstoffmonoxid vermittelt  werden (siehe Abb. 3).  Durch Bildung und 
Freisetzung  vasoaktiver  Substanzen  reguliert  es  den  Gefäßtonus  und  beeinflusst  so  die 
Durchblutung  nachgeschalteter  Organe  (Abb.  3[1])  (Furchgott  & Zawadzki 1980).  Weiterhin 
reguliert es die Thrombozytenadhäsion und -aggregation und ist, unter anderem durch die Bildung 
von tPA (tissue plasminogen activator), Thrombomodulin, tissue factor und Von-Willebrand-Faktor, 
direkt an der Gerinnung sowie dem fibrinolytischen System beteiligt (Abb. 3[2]) (Marti 2012). Über 
die  Produktion  von  Zytokinen  bzw.  Adhäsionsmolekülen  nimmt  das  Endothel  Einfluss  auf  die 
Adhäsion von Leukozyten und auf inflammatorische Prozesse (Abb. 3[3]) (Libby 2006). Darüber 
hinaus kontrolliert es zudem die vaskuläre Permeabilität und reguliert die Proliferation von glatten 
Gefäßmuskelzellen (Vane 1990, Moncada & Erusalimsky 2002).  
Abb. 3: Schematische Darstellung der wichtigsten Endothelfunktionen (Marti 2012)
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Wie bereits erwähnt, ist eine der wichtigsten vom Endothel gebildeten, vasodilatatorisch wirkenden 
Substanzen der erstmals 1980 beschriebene endothelium-derived relaxing factor (EDRF), welcher 
später  als  Stickstoffmonoxid  identifiziert  wurde  (Furchgott  &  Zawadzki  1980).  In  der 
eNOS(Stickstoffmonoxid Synthase)-abhängigen Reaktion kommt es zur Bildung von NO und L-
Citrullin aus der Aminosäure L-Arginin (Palmer 1988, Moncada 1991). Neben der endothelialen 
NO-Synthase  (eNOS/NOS-3)  sind noch eine  neuronale  (nNOS/NOS-1)  sowie eine induzierbare 
NOS (iNOS/NOS-2) bekannt (Moncada & Higgs 1993, Lüscher & Barton 1997). 
Der wichtigste Stimulus für die Aktivierung der eNOS sind Scherkräfte, welche durch laminären 
Blutfluss und pulsatile Dehnung von luminal auf das Gefäß einwirken und so zu einer Reizung von 
Mechanosensoren (Endothel als Mechanotransduktor) führen. Umgewandelt in chemische Signale 
steht am Ende dieser Kaskade das zur Relaxation befähigte NO. Dieser Mechanismus wird auch als 
flussvermittelte Vasodilatation bezeichnet (Rubanyi 1986). Calmodulin (CaM), Tetrahydrobiopterin 
(BH4),  FAD  (Flavinadenindinukleotid),  FMN  (Flavinmononukleotid),  Protoporphyrin  IX  und 
NADPH (Nicotinamidadenindinukleotidphosphat) sind  wichtige Cofaktoren der eNOS (Alderton 
2001, Fleming & Busse 2003, Förstermann 2006 ). Zusätzlich entscheidend für ihre Aktivität sind 
deren  Regulationsmechanismen,  welche  auf  transkriptioneller,  posttranskriptioneller  und 
posttranslationaler Ebene erfolgen (Rafikov 2011). 
Das  eNOS-abhängig  gebildete  NO  ist  ein  kleines  gasförmiges,  lipophiles  Molekül  und  kann 
dadurch gut in die glatten Gefäßmuskelzellen diffundieren (Cockcroft 2005). Es reagiert dort mit 
der Hämgruppe der löslichen Guanylatzyklase (soluble guanylate cyclase = sGC) und führt  zur 
Umwandlung von Guanosintriphosphat (GTP) in zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) (Abb. 
3[1]) (Craven & DeRubertis 1978, Denninger & Marletta 1999). Die cGMP-aktivierte Proteinkinase 
G (PKG) bedingt die Phosphorylierung verschiedener Proteine wie z.B. der SERCA (sarcoplasmatic 
endoplasmic  reticulum calcium ATPase) und  führt  dadurch  zu  einer  reduzierten  intrazellulären 
Kalziumkonzentration, in dessen Folge die Relaxation ausgelöst wird (Surks 1999, Münzel 2005, 
Förstermann 2006). 
Neben der flussvermittelten, endothelunabhängigen Vasodilatation, kann die Reaktion auch durch 
Bindung  bestimmter  Substanzen  an  endotheliale  Rezeptoren  ausgelöst  werden.  Diese  rezeptor-
vermittelte  Relaxation  wird  unter  anderem  induziert  durch  Acetylcholin  (ACh),  Bradykinin, 
Adenosindiphophat, Serotonin oder Substanz P (Moncada 1991). Furchgott und Zawadzki fanden 
heraus, dass Acetylcholin nicht  direkt mit den glatten Gefäßmuskelzellen interagiert, sondern auf 
ein  intaktes  Endothel  angewiesen  ist.  Deshalb  wird  die  ACh-vermittelte  Reaktion  auch  als 
endothelabhängige Vasodilatation bezeichnet (Furchgott & Zawadzki 1980).
Einfluss auf die vaskuläre Relaxation nehmen zudem Faktoren wie Katecholamine und Thrombin 
(Britten & Schächinger 1998) sowie Ischämie oder Temperaturveränderungen (Rubanyi 1986). 
9
1. Einleitung 
Neben  der  endothel-vermittelten  vaskulären  Dilatation,  reguliert  das  Endothel  auch  die 
Vasokonstriktion  über  Faktoren wie Endothelin-1 (Yanagisawa 1988),  cyclooxygenaseabhängige 
Prostazykline (Pagano 1991) und Superoxid-Anionen (Ohara 1993). 
Weiterhin wirkt  das  NO antiproliferativ  auf  verschiedene Zellen (Albina 1991,  Cornwell  1994, 
Yang  1994,  Baran  1996)  sowie  antioxidativ, durch  die  Wechselwirkung  mit  Superoxidanionen 
(Walford & Loscalzo 2003) und über die Stimulation der SOD(Superoxid-Dismutase)-Expression 
(Fukai 2000). Zudem hemmt es, via Inhibition der cGMP-Phosphodiesterase, die Thrombozyten-
aggregation (Radomski 1987, Benjamin 1991) und ist, durch Hemmung von NF-κB (nuclear factor 
kappa-light-chain-enhancer  of  activated  B-cells),  beteiligt  an  inflammatorischen  Prozessen  und 
damit an der Leukozytenadhäsion (Kubes 1991, Kubes 1993, Chen 1999).
1.2.2 Endotheliale Dysfunktion
Die  vor  allem  für  die  HFrEF  beschriebene  endotheliale  Dysfunktion  ist  charakterisiert  durch 
Minderung  oder  Verlust  der  physiologischen  Funktionen,  wobei  insbesondere  eine  reduzierte 
Bioverfügbarkeit von Stickstoffmonoxid im Zentrum steht (Marti 2012). Mögliche, diesen Zustand 
induzierende  Ursachen  sind  ein  Mangel  des  zur  Synthese  von  NO notwendigen  L-Arginins 
(Goodwin 2007) oder der benötigten Cofaktoren wie z.B. BH4 (Almudever 2013). Weiterhin werden 
eine verminderte  eNOS-Expression (Riad  2008,  Spillmann 2014) bzw. deren  Entkopplung (Cai 
2005, Van Linthout 2009), eine vermehrte Aktivität der Arginase (ein natürlicher Konkurrent der 
eNOS) (Gao 2007) sowie ein gestörtes Verhältnis zwischen Dimeren und Monomeren der eNOS als 
mögliche Verursacher der endothelialen Dysfunktion genannt (Van Linthout 2009, Tschöpe & Van 
Linthout 2014).  Auch  erhöhte  Konzentrationen  des  physiologischen  NO-Inhibitors  ADMA 
(asymmetrisches Dimethylarginin), Störungen der Proteinstruktur sowie Phosphorylierung des NO, 
aufgrund von Polymorphismen, tragen zur mangelnden Bioverfügbarkeit des Stickstoffmonoxids 
bei (Erbs 2003, Adams 2005). Zudem scheinen eine vermehrte Ablagerung von AGEs (Advanced 
glycation  endproducts)  (Blacher  1999),  zelluläre  Störungen  des  Endothels  (z.B.  gesteigerte 
Apoptose),  reduzierte  Proliferation  sowie  eingeschränkte  Regenerationsfähigkeit  durch  EPCs 
(endotheliale Progenitorzellen) die Pathogenese der Endotheldysfunktion zu fördern (Sandri 2009). 
Ebenso wirken sich bestimmte Komorbiditäten (Paulus & Tschöpe 2013), ein zunehmendes Alter 
(Minamino  &  Kitakaze 2002)  oder  ein  weibliches  Geschlecht  (Marti  2012)  positiv  auf  diese 
Pathogenese aus.
Der wohl wichtigste Mechanismus zur Genese einer endothelialen Dysfunktion ist der oxidative 
Stress,  welcher  definiert  ist  durch  übermäßiges  Vorliegen  von  reaktiven  Sauerstoffspezies  wie 
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beispielsweise  Superoxidanion  (O2-.),  Hydroxylradikal  (HO.),  Peroxynitrit  (ONOO-)  oder 
Lipidradikalen.  Unter  physiologischen  Bedingungen  ist  die  Menge  an  gebildeten  ROS  relativ 
niedrig und kann durch enzymatische, wie z.B. Superoxiddismutase (SOD), Katalase, Thioredoxin-
Reduktase,  Glutathionperoxidase  (GPX),  Peroxiredoxin  (Prx),  und  nicht-enzymatische,  anti-
oxidative  Systeme  neutralisiert  werden  (Wassmann  2004,  Münzel  2015).  Neben  Enzymen  wie 
Xanthin-Oxidase,  Myeloperoxidase,  Cyclooxygenase,  Glukoseoxidase,  Lipoxygenase,  Hämoxy-
genase  und  Enzymen  der  Atmungskette  ist  besonders  die  NADPH-Oxidase  (NOX)  als  ROS-
bildendes  Enzym  bedeutsam  (Sandri  2009).  Von  letzterer  wurden  bisher  sieben  Isoformen 
identifiziert,  darunter die früher als gp91phox bezeichnete, vor allem vaskulär exprimierte NOX2. 
Neben ihrer  Bildung in  glatten  Gefäßmuskelzellen,  Fibroblasten  und perivakulären Adipozyten, 
wird sie vor allem in den Endothelzellen exprimiert (Konior 2014). 
Der für die HFpEF von Paulus und Tschöpe beschriebene proinflammatorische Zustand und die 
damit verbundene Freisetzung von Zytokinen, ausgelöst durch verschiedene Komorbiditäten, führt, 
aufgrund  einer  Überexpression  bzw.  gesteigerten  Aktivität  der  NADPH-Oxidase,  zur  eNOS-
abhängigen Bildung von O2-..  Dieser  Prozess wird auch als  Entkopplung der  eNOS bezeichnet 
(Smith 1996, Agnoletti 1999, Paulus & Tschöpe 2013). Die Superoxidanionen reagieren wiederum 
sehr schnell mit NO zu Peroxinitrit, welches den Abbau des Cofaktors BH4 begünstigt und somit 
diesen Mechanismus sowie den zellulären oxidativen Stress weiter verstärkt (Förstermann 2006). 
Weiterhin haben die ROS einen  direkten schädigenden Einfluss auf zelluläre Proteine, die DNA 
oder auf Lipide (Chen 2012) und beeinflussen unter anderem den cGMP/PKC-Signalweg (Münzel 
2015). Folge all dieser Prozesse ist eine gestörte arterielle Vasodilatation, aufgrund verminderter 
NO-Bioverfügbarkeit (Zuo 2015).
1.2.3 Arterielle Steifigkeit
Eine vermehrte myokardiale Steifigkeit der extrazellulären Matrix sowie der Kardiomyozyten sind 
nachgewiesene auslösende Komponenten der diastolischen LV Funktionsstörung bei Patienten mit 
HFpEF und führen letztlich zur verlangsamten ventrikulären Relaxation (Zile & Brutsaert 2002, 
Jessup & Brozena 2003, Zile 2004). Zudem ist bekannt, dass sowohl die ventrikuläre Steifigkeit, als 
auch  die  diastolische  Dysfunktion  unter  anderem  durch  inflammatorische  Prozesse  verursacht 
werden  können,  aber  auch  durch  Störungen  der  Endothelfunktion,  beispielsweise  in  Form von 
reduzierter  NO-Bioverfügbarkeit  (Laurent  2005, Paulus  & Tschöpe 2013).  Auslösende Faktoren 
sind außerdem eine verminderte PKG-Aktivität (van Heerebeek 2012) sowie die Hypophosphory-
lierung von Titin (Borbely 2009). 
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Auch auf vaskulärer Ebene scheint es zu einer vermehrten Steifigkeit bei HFpEF zu kommen. So 
konnten  beispielsweise  Kitzman  et  al.  in  ihren  Versuchen  mit  HFpEF-Patienten  eine  erhöhte 
Steifigkeit  der  A.  carotis  feststellen  (Kitzman  2013a  &  2013b).  Vielfältige  ätiopathologische 
Mechanismen vermitteln diese arterielle Steifigkeit, wobei viele Details noch unerforscht sind. 
Die Steifigkeit der Arterienwand hängt vor allem davon ab wie die EZM strukturiert  ist.  Dabei 
spielen  insbesondere  die  beiden  sich  physiologisch  im  Gleichgewicht  befindenden 
Hauptbestandteile  Elastin  und  Kollagen  eine  wichtige  Rolle.  Kommt  es  zu  einer  vermehrten 
Einlagerung  von  Kollagen  und  einer  gleichzeitigen  Abnahme  an  Elastin,  z.B.  aufgrund 
inflammatorischer Prozesse, nimmt die Elastizität der Arterienwand ab und führt zur Versteifung, 
mit einem Verlust der physiologischen Funktion (Johnson 2001). Von großer Bedeutung in diesem 
Regulationsmechanismus  sind  die  zur  Degradation  von  Kollagen  und  Elastin  befähigten 
Matrixmetalloproteinasen. 
Ein weiterer Mechanismus, der die Gefäßfunktion beeinträchtigt und zu einer erhöhten arteriellen 
Steifigkeit führt, ist die vermehrte Ablagerung von AGEs und eine damit verbundene Ausbildung 
von sogenannten Querverbindungen (Crosslinks) zwischen Molekülen der extrazellulären Matrix 
(Powell 1992, Zieman 2005). AGEs sind eine Gruppe heterogener Verbindungen, welche einerseits 
kontinuierlich, ubiquitär im Körper gebildet und andererseits über Nahrung oder Zigarettenrauch 
aufgenommen werden (Cerami 1997, Vlassara 2005). Bei der Reaktion eines Proteins mit einem 
Zuckerrest kommt es über die Bildung einer Schiff-Base zur Entstehung des stabilen, reversiblen 
Amadoriprodukts  und  anschließend  zu  irreversiblen  AGEs  wie  z.B.  Pentosidinen,  CML (Nε-
carboxymethyllysin)  oder  CEL (Nε-carboxyethyllysin) (Hartog  2007a & 2007b).  Diese  Glykie-
rungsreaktion  (Maillard-Reaktion)  bedarf  keiner  Enzyme  und  läuft  unter  physiologischen 
Bedingungen  sehr  langsam  ab.  Jedoch  sind  Faktoren  wie  gesteigerter  oxidativer  Stress, 
Hyperthermie  oder  vermehrtes  Substratangebot  in  der  Lage,  den Bildungsprozess  der  AGEs zu 
beschleunigen (Schiekofer 2003). Ihre Wirkungsweise entfalten die AGEs über zwei wesentliche 
Prozesse:  Ein  rezeptorunabhängiger  Mechanismus  führt  zur  Bildung  von  Crosslinks  zwischen 
Proteinen der EZM, wobei Kollagen und Elastin besonders prädisponierende Strukturen darstellen 
(Powell 1992). Das vermehrte Crosslinking geht mit zunehmender arterieller Steifigkeit einher und 
führt durch Verminderung der vaskulären Elastiziät zu globaler Vasokonstriktion (Winlove 1996, 
Verzijl  2000,  Konova  2004)  und  arterieller  Hypertonie  (Zieman  & Kass  2004).  Neben  diesen 
unspezifisch  vermittelten  Effekten,  entfalten  die  AGEs  ihre  vielfältigen  Wirkungen  auch  durch 
Aktivierung  spezifischer  Rezeptoren.  Der  vor  allem  auf  Makrophagen,  Lymphozyten  und 
Endothelzellen  exprimierte  RAGE  (Rezeptor  für  AGE)  (Thornalley  1998)  begünstigt,  unter 
anderem  über  die  Stimulation  von  NF-κB,  eine  vermehrte  Freisetzung  von  Zytokinen  und 
Adhäsionsmolekülen. In  der  Folge  kommt  es,  neben  einem  inflammatorischen  Zustand,  zur 
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vermehrten Produktion von ROS und damit zu oxidativem Stress (Jandeleit-Dahm & Cooper 2008, 
Choi  2009).  Über  die  rezeptorvermittelte  Wirkung  wird  schließlich  die  verminderte  vaskuläre 
Relaxation sowie die endotheliale Dysfunktion induziert (Zieman 2004).
Weiterhin  konnte  in  kürzlich  veröffentlichen  Studien  ein  starker  versteifender  Einfluss  von 
Angiotensin II auf die Gefäßwand beobachtet werden. Angiotensin II führt, unter anderem über eine 
Stimulierung der  NADPH-Oxidase-Aktivität,  zu  vermehrter  Produktion von ROS und damit  zu 
erhöhtem  oxidativen  Stress  sowie  zu  einer  verminderten  NO-Bioverfügbarkeit  und  einer 
Entkopplung der eNOS (van der Loo 2000, Csiszar 2002, Zieman 2005, Wang 2007). Das über das 
RAAS-System (Renin-Angiotensin-Aldosteron-System) gebildete Angiotensin II stimuliert zudem 
die MMPs (erwiesenermaßen die MMP-2) und führt  damit über eine Reduktion von Elastin zu 
vermehrter  vaskulärer  Steifigkeit  (Wang 2005).  Ebenso  vermittelt  es  über  diesen  Mechanismus 
gleichzeitig einen Anstieg des arteriellen Blutdruckes. Letzteres steht in Übereinkunft mit dem von 
Zieman et al.  beobachteten Einfluss der Hypertonie auf den Prozess der arteriellen Versteifung. 
Dabei konnte gezeigt werden, dass ein vermehrter, auf die Gefäßwand wirkender Druck und damit 
eine  erhöhte  Compliance,  die  zunehmende  Einlagerung  des  weniger  elastischen  Kollagens 
begünstigt (Zieman 2005). 
Eine  weitere  Komponente  im  Prozess  der  arteriellen  Steifigkeit  scheint  dass  zunehmende 
Lebensalter  zu  sein  (Mitchell  2004).  Auch  inflammatorische  Prozesse,  Diabetes  mellitus, 
Adipositas, Dyslipidämie, neurohormonale Aktivierung sowie eine zu starke Salzaufnahme wurden 
als mögliche beteiligte Faktoren detektiert (Zieman 2005).
Pathologische  Korrelate  der  diskontinuierlichen,  vor  allem  zentralen  vaskulären  Versteifung 
(Benetos 1993, Gillessen 1995) sind eine Dickenzunahme der Arterienwand, besonders der Tunica 
intima und media, und eine gleichzeitige Erhöhung des zentralen Lumendurchmessers (Hundley 
2001).  Neben  Auswirkungen  auf  die  Endothelfunktion  bewirken  diese  Pathomechanismen  eine 
Einschränkung  der  Arterienfunktion  (Virmani  1991).  So  können  sowohl  die  global  erhöhte 
Vasokonstriktion, als auch die gestörte Dehnbarkeit unter anderem zu einer Minderversorgung von 




1.3.1 Einfluss des körperlichen Trainings auf die Endothelfunktion
Eine  Vielzahl  verschiedener  Studien  deutet  darauf  hin,  dass  sportliche  Aktivität  die 
Endothelfunktion  positiv  beeinflusst  (Hornig  1996,  Katz  1997,  Kingwell  1997,  Clarkson  1999, 
Hambrecht 2003). Der Schlüssel dazu scheint die durch Training induzierte Erhöhung der laminären 
Scherspannung im Gefäß zu sein,  welche sich,  aufgrund der Zunahme von Herzfrequenz,  Puls, 
Blutviskosität, -fluss und -volumen, verstärkt (siehe Abb. 4) (Kingwell 1997). In der Folge kommt 
es,  aufgrund der  eNOS-Hochregulation,  zu  vermehrter  Produktion  von NO (Sessa  1994,  Tronc 
1996) und zu vaskulärem Remodeling (Tuttle 2001). 
Abb. 4: Effekt des körperlichen Trainings auf das Endothel (Gielen 2010)
Der gesteigerte laminäre Scherstress durch körperliche Aktivität initiiert außerdem eine vermehrte 
Phosphorylierung von Serin-1177 am eNOS-Protein und führt damit zu dessen erhöhter Aktivität 
(Fisslthaler 2000, Hambrecht 2003). 
Ein  weiterer  Effekt  des  körperlichen  Trainings  ist  die  Abnahme der  z.B.  bei  kardiovaskulären 
Erkrankungen gehäuft vorkommenden ROS und damit des oxidativen Stresses. Folglich wird die 
durch Superoxide und andere Radikale vermittelte Inaktivierung von Stickstoffmonoxid gehemmt 
(Sen  1995).  Einige  Studien  berichten  zudem über  eine  erhöhte  Expression  von  antioxidativen 
Enzymen, wie beispielsweise der Katalase, der Superoxiddismutase oder der Glutathionperoxidase, 
durch körperliche Aktivität (Fukai 2000, Ennezat 2001, Durrant 2009). 
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Die zur ROS-Produktion befähigte NADPH-Oxidase wird dagegen, nach Angaben von Adams et 
al., durch Training vermindert synthetisiert (Adams 2005). Zudem begünstigt Sport eine Reduktion 
des Angiotensin-II-Rezeptors Typ 1, der Einfluss auf die Expression der NADPH-Oxidase nimmt 
(Gielen 2010). 
Weiterhin  bewirkt  der  gesteigerte  vaskuläre  Scherstress  einen  erhöhten  Spiegel  des 
Tetrahydrobiopterin  BH4,  eines  wichtigen  Cofaktors  von  NO,  und  dadurch  dessen  gesteigerte 
Synthese (Widder 2007). 
Durch die nachgewiesene Tatsache, dass körperliche Aktivität zu einer gesteigerten Aufnahme des 
L-Arginin in die Endothelzelle führt, wird die Produktion von Stickstoffmonoxid auch über diesen 
Prozess gefördert (Posch 1999).
Das asymmetrische Dimethylarginin (ADMA) ist  ein im Blutplasma zirkulierender kompetitiver 
Inhibitor des NO. In einer Studie konnten Richter et al.  bei Personen, die ein Ausdauertraining 
absolvierten, eine Reduktion des ADMA-Spiegels im Blut nachweisen (Richter 2005). Demnach 
scheint Sport auch über diesen Mechanismus eine Zunahme des NO zu begünstigen.
Körperliches Training hat zudem, durch die vermehrte Synthese von VEGF (vascular endothelial 
growth factor) und seiner vorwiegend auf Endothelzellen exprimierten Rezeptoren VEGF-1 und 
VEGF-2, positive Effekte auf die Endothelzellproliferation sowie auf die Angiogenese (Goto 1993, 
Bernatchez 1999, Matsumo & Claesson-Welsh 2001). Vor allem über die Bindung von VEGF an 
VEGF-2  wird  eine  Tyrosinkinase-Kaskade (Wu  2000)  in  Gang  gesetzt,  die  unter  anderem zur 
vermehrten Expression von eNOS und damit zu erhöhter NO-Bioverfügbarkeit führt (Shen 1999, 
Lloyd 2003).
Ein weiterer kürzlich publizierter,  interessanter  Aspekt beschreibt den Zusammenhang zwischen 
körperlicher Aktivität und der Mobilisierung von endothelialen Progenitorzellen (EPCs) aus dem 
Knochenmark, welche dort über Adhäsionsmoleküle, wie VLA-4 (very late antigen 4) und VCAM-
1 (vascular cell adhesion molecule 1), an Stromazellen gebunden sind (Lapidot & Petit 2002). Die 
durch Training vermehrt exprimierten Substanzen NO und VEGF (Hambrecht 2003) stimulieren die 
ebenfalls  im  Knochenmark  lokalisierte  MMP-9  (Iwakura  2006).  Die  daraufhin  angestoßene 
Freisetzung des löslichen Kit-Liganden sKitL begünstigt die Abgabe von EPCs in die Zirkulation 
(Heissig 2002). Aus dieser Erkenntnis lassen sich positive Effekte der körperlichen Betätigung auf 
die vaskuläre Regeneration ableiten.
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1.3.2 Körperliches Training und HFpEF
Es ist  schon lange bekannt,  dass  regelmäßige sportliche Betätigung die  allgemeine Fitness und 
Lebensqualität verbessert.  Viele Studien wurden veröffentlicht, die bei gesunden Menschen eine 
Verminderung der kardiovaskulären Morbidität und Mortalität durch Training zeigen (Paffenbarger 
1993,  Hakim  1998,  Manson  1999).  Auch  in  der  Therapie  der  HFrEF  bzw.  der  chronischen 
Herzinsuffizienz (CHI) ist dieser Ansatz ein etablierter Beitrag zur Genesung (Tabet 2008, Piepoli 
2011) und wird von der ACC sowie der AHA in der Klasse 1 empfohlen (Hunt 2005). Viele an 
betroffenen Patienten durchgeführte Studien zeigen unter anderem folgende positive Effekte des 
körperlichen Trainings: Verbesserung der VO2max (Hambrecht 1998), der Trainingskapazität (Haskell 
1993,  Hambrecht  1997 & 1998,  van Tol  2006)  und der  diastolischen Funktion  im Sinne  einer 
Zunahme  der  LVEF  (Hambrecht  2000a,  Wisloff  2007,  Alves  2012,  Angadi  2015),  des  LV 
Remodelings und des LV enddiastolischen und -systolischen Volumens (Hambrecht 2000a, Wisloff 
2007).  Weiterhin  konnte  eine  gesteigerte  mitochondriale  Funktion  im  Skelettmuskel,  eine 
Reduktion des NT-proBNP (Wisloff 2007), ein Rückgang der arteriellen Steifigkeit (Malfatto 2009) 
sowie eine Abnahme des peripheren Gefäßwiderstandes (Hambrecht 2000a) ermittelt werden. 
Eine weitere interessante Entdeckung ist die durch Training bedingte, an herzinsuffizienten Mäusen 
nachgewiesene,  erhöhte  Expression  der  membranständigen  sarkoplasmatischen  Ca2+-ATPase 
SERCA-2,  die  einen  positiven  Effekt  auf  den  Kalziumhaushalt  der  Kardiomyzyten  hat  (Rolim 
2007).
In Bezug auf die Endothelfunktion bei Herzinsuffizienz differieren die Studienergebnisse. Einige 
Forscher beobachteten durch körperliches Training eine Verbesserung der Endothelfunktion (Hornig 
1996,  Katz 1997,  Hambrecht 1998,  Walther 2004, Wisloff 2007), wohingegen andere dies nicht 
bestätigen konnten (Lindsay 1992, Bank 1998). 
Während  bei  der  Behandlung  von  Patienten  mit  HFrEF  bzw.  CHI  ein  körperliches  Training 
standardmäßig zum Einsatz kommt, ist dies für Patienten mit HFpEF bis heute noch nicht etabliert. 
Dies liegt wohl daran, dass die zugrundeliegenden Mechanismen und Vorteile des Trainings bei 
Patienten mit HFpEF noch weitgehend unklar sind. Die Etablierung als Therapieoption könnte sich 
jedoch in Zukunft ändern, seit Edelmann et al.  eine Verbesserung des klinischen Outcomes,  als 
Reaktion auf ein körperliches Training bei Patienten mit HFpEF, nachweisen konnten (Edelmann 
2011).  Bisher  wurden  jedoch  nur  wenige  randomisierte  Studien  (Gary  2004,  Kitzman  2010, 
Edelmann 2011, Alves 2012, Smart 2012, Kitzman 2013a & 2013b) sowie Metaanalysen (Fukuta 
2014, Dieberg 2015, Pandey 2015) durchgeführt und veröffentlicht. 
Folgende positive Effekte des Trainings wurden bisher bei HFpEF beobachtet: Verbesserung der 
VO2max (Kitzman  2010,  Edelmann  2011,  Angadi  2015),  der  Trainingskapazität  und  der 
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Lebensqualität  (Gary 2004, Edelmann 2011, Alves 2012, Smart  2012, Angadi  2015).  Weiterhin 
konnte eine Zunahme der diastolischen Funktion (Angadi 2015), der LVEF und ein Rückgang des 
atrialen  Remodelings  beobachtet  werden  (Edelmann  2011).  Auch  anhand  einer  Tierstudie  mit 
HFpEF-Schweinen war es  dem Forscherteam um Marshall  et  al.  möglich,  die  Optimierung der 
diastolischen Funktion durch ein niedriges intensives Intervalltraining nachzuweisen, gemessen an 
einer  Reduzierung  der  Fibrosierung  und  einer  Normalisierung  der  MMP-2-Aktivität  (Marshall 
2013).
Welchen Effekt das körperliche Training jedoch auf die Endothelfunktion bei HFpEF hat, bleibt 
noch weitgehend ungeklärt. Sowohl Angadi et al. als auch Kitzman et al. konnten keine positive 
Veränderung der endothelialen Reaktion unter Sport verzeichnen (Kitzman 2010, Angadi 2015). Ein 
wesentliches  Ziel  dieser  Arbeit  besteht  deshalb  darin,  die  Veränderungen  der  Endothelfunktion 
infolge eines körperlichen Trainings zu untersuchen. 
1.3.3 Hochintensives Intervalltraining 
Das  schon  vor  vielen  Jahren  von  Olympiateilnehmern  wie  Emil  Zátopek  durchgeführte 
Hochintensive  Intervalltraining  (HIT oder  HIIT) erlebte in  den  letzten  Jahren,  aufgrund  vieler 
positiver  Effekte,  einen  massiven  Aufschwung  im Bereich  des  Breiten-  und  Gesundheitssports 
(Reindell  &  Roskamm 1959,  Kemmler  2015).  Im  Vergleich  zum  herkömmlichen  moderaten 
intensiven Ausdauertraining ist das HIT deutlich zeiteffizienter, zudem effektiv und nach aktueller 
Datenlage unbedenklich für gesunde Personen. Mit Blick auf die Reduktion von Körperfett, scheint 
das MCT dem HIT möglicherweise überlegen zu sein (Kemmler 2015). 
Das Prinzip des HIT besteht im Ausführen von Intervallen mit starker körperlicher Anstrengung im 
Wechsel mit aktiven oder passiven Erholungsphasen. Dabei dauert eine Belastungsphase,  je nach 
Studie, bei  Gesunden  zwischen  15s  und  8min, in  einem Bereich zwischen  75  und  175% der 
maximalen  Sauerstoffaufnahme  (VO2max)  (Buchheit  &  Laursen  2013,  Sperlich  2013).  Die 
Verbesserung der VO2max, als Maß für die körperliche Leistungsfähigkeit, ist ein wesentliches Ziel 
des Hochintensiven Intervalltrainings (Halle & Hambrecht 2016).
Was allerdings für gesunde Sportler als positiv gilt, kann nicht automatisch auf herzkranke Personen 
übertragen  werden.  Generell  ist  jedoch  festzuhalten,  dass  regelmäßiges  körperliches  Training, 
besonders  ein  HIT,  zu  einer  Verbesserung  der  Mortalität  bei  Herzerkrankungen  führt  (Sandvic 
1993). Unklar bleibt dennoch, welches Trainingsprogramm für welche kardiologische Erkrankung 
das  Optimale  ist.  Deshalb  propagieren  derzeit  einige  Autoren  als  allgemeine  Richtlinie  bei 




Wie  bereits  erwähnt,  existieren  Unstimmigkeiten  bezüglich  der  Pathogenese  und  dem 
Vorhandensein einer endothelialen Dysfunktion bei Patienten mit HFpEF (Oktay & Shah 2014). 
Sowohl Akiyama et al., als auch Borlaug et al. berichten über das Vorliegen einer Endothelstörung, 
wohingegen Haykowsky et  al.  und Hundley et  al.  dies nicht bestätigen können (Hundley 2007, 
Borlaug 2010, Akiyama 2012, Haykowsky 2013). Der Grund für diese Diskrepanzen liegt, neben 
dem Mangel an kardiovaskulären Biopsien, vor allem im Fehlen von Tiermodellen bzw. -studien, 
welche die vielfältigen Facetten der  HFpEF adäquat abbilden.  Dabei  beziehen sich die  meisten 
Modelle auf die kardiale Drucküberlastung mit Entwicklung einer konzentrischen Hypertrophie und 
einer diastolischen Funktionsstörung. Keine dieser Studien untersuchte bisher die funktionellen und 
molekularen hämodynamischen Veränderungen bei  HFpEF bzw. der Endothelfunktion (Conceicao 
2016). 
Einen  Überblick  über  derzeit  eingesetzte  Tiermodelle  gibt  Tabelle  1.  Am  häufigsten  werden 
Experimente  an  kleinen  Nagetieren durchgeführt.  Jedoch  kommen  diese  Modelle,  aufgrund 
kardiovaskulärer  Strukturen  und  Funktionen sowie  schwierigem  Transfer  auf  den  Menschen, 
schnell an ihre Grenzen. Hierfür eignen sich eher Versuche mit großen Tieren, welche allerdings im 
Vergleich kosten- und zeitintensiver sind.
Zur Induktion einer HFpEF kam in der vorliegenden Studie ein etabliertes hypertensives Dahl-salz-
sensitives-Rattenmodell zum Einsatz (vgl. Tab. 1) (Doi 2000, Klotz 2006).
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Modell Type Spezies                                   Diastolische Funktion Fibrose Eigenschaften
Aktive  Re laxation Passive Steifigkeit
Aorten- und Hypertoniemodelle
Dahl salz-sensitiv (SS) G R SBP ↑ LVEDP ↑ KH ↑ Hypertonie, IR, Dyslipidämie
DOCA-Salz P/OP R/M SBP ↑ LVEDP ↑, Steif igkeit ↑ KH ↑
Hypertrophische Agonisten P R/M LVEDP ↑ KH ↑ Hypertonie 
Aortenkonstriktion S R/M LVEDP ↑ KH ↑ Hypertonie 
Diabete mellitus und Adipositas Modelle
db/db Mäuse G M LVEDP ↑ H ↔
ob/ob Mäuse G M E/A ↓ H ↔
Adipöse Zuckerratten G R Steif igkeit ↑ H ↑ Adipositas, Hyperphagie
ZDF G R Normal Steif igkeit H ↔
OLETF G R H ↑ Hypertonie, Dm Typ 2
Modelle mit Kardiometabolischem Syndrom
Dahl/SS/Adipositas G R NB LVEDP ↑ H ↑
ZSF1 Adipositas G R Erhalten KH ↔
Altersmodelle
FVB/N Mäuse G M ↓ KH ↑
SAMPS G M = ↔ ↑ −






E/E´ ↑, E/A ↓ Hypertonie, Endotheldysfunktion, Oxidativer 
Stress, Inf lammation
MPI ↑, LVdP/dtmax ↓ E/A ↓, IVRT ↑, E/E´  ↑, 
E´  ↓, Tau ↑
S ↑, EF ↓ E/A ↑, Tau ↑, VRT ↓
EES ↓, MPI ↓ E/A↓, LVEDV↓ Dm Typ 2, Hyperlipidämie, Adipositas, IR, 
Hyperinsulinämie, Hyperglykämie, EA↓
EES ↓, CO ↓ Steif igkeit ↑ Dm Typ 2, Leptindef izit, 
Adipositas,Hyperglykämie, 
Hyperinsulinämie, IR, Apoptose, EA↓
S ↓ IVRT ↑
E/A ↓  Adipositas, Hyperinsulinämie, 
Hyperglykämie, Hyperleptinämie
S ↓ VZ ↑, E/A ↓ Steif igkeit ↑
E/A ↓, Tau ↑ Adipositas, Hypertonie, Dyslipidämie, IR, Dm 
Typ 2, Oxidativer Stress, Inf lammation
Tau ↑, E/E´  ↑, 
restriktives LV 
Einflusssignal
LVEDP ↑, Myokard- und 
Kammersteif igkeit ↑
Adipositas, Dm Typ 2, IR, Hyperinsulinämie, 
Hypertriglyceridämie, Hypercholesterinämie, 
Hypertonie
E/A ↓ Zeit bis max. diastolische 
Füllung ↑
Altersabhängige diastolische Dysfunktion 
bei männlichen Mäuse 
E/A ↓, E´ ↓, E´ /A´ ↓ LVEDP ↑, Myokard- und 
Kammersteif igkeit ↑
EF ↓ IVRT ↑, E´  ↓ Steif igkeit ↑
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Tab. 1: Tiermodelle zur Induktion einer HFpEF (modifiziert nach Conceicao 2016)
CO kardiales Output, Dm Diabetes mellitus, E´ maximale frühdiastolische Wandgeschwindigkeit im Mitralannulusbereich, E/E` 
Verhältnis zwischen der maximalen Geschwindigkeit des passiven Mitraleinstromprofils und der lateralen frühdiastolischen
Mitralanulus-geschwindigkeit,  E/A Ratio  zwischen  früher  (E)  und  später  (A)  diastolischer  transmitraler
Füllungsgeschwindigkeit, EA arterielle Elastance, EES endsystolische Elastance, EF Ejektionsfraktion, ET-1 Endothelin-1, Fpass
passive Kraft der Kardiomyozyten, G Genetisch, H Hypertrophie, IR Insulinresistenz, IVRT isovolumetrische Relaxationszeit,
KH konzentrische  Hypertrophie,  LVdP/dtmax maximale  Anstiegsrate  des  LV  Druckes,  LVEDP LV  enddiastolischer  Druck,
LVEDV LV enddiastolisches Volumen, M Maus, MBF myokardialer Blutfluss, MPI myokardialer Performance Index, NB Nicht
bestimmt,  OP operativ,  P Pharmakologisch,  R Ratte,  S maximale systolische Geschwindigkeit,  SBP Systolischer Blutdruck,
Tau Zeitkonstante der LV-Relaxation, VZ  Verzögerungszeit. 
19
Spezies                               Diastolische Funktion LV Struktur Fibrose
Aktive Relaxation Passive Steifigkeit
Makake Niere NB NB NB NB NB NB
Hund Niere KH NB NB
Hund Niere Tau ↑ KH NB NB NB
Hund Niere Tau ↑ KH ↑ NB
Hund Tau ↑ ↔ KH ↑ NB
Hund Niere alte Tiere ↔ − ↑ NB
Schw ein Aorta Tau ↑ NB H ↑ NB
Schw ein ↔ Tau ↑ H ↑ NB NB











LVdP/dtmax ↑ Tau ↑ Myokarditis und 
Kammersteif igkeit ↑
MBF ↔
EES ↑ LVEDP ↑, Steif igkeit NB
EES ↑ LVEDP ↑, Steif igkeit ↔ EA ↑
Niere bei jungen und 
alten Tieren
EES ↑ EA ↑
EES ↑ EES ↑, Fpass ↑ EA ↑






S ↔/↓ variabel, E´ & E/A ↓ oder 
pseudonormal





Ziel  dieser  Arbeit  ist  die experimentelle  Erforschung  der  Einflüsse  eines  Hochintensiven 
Intervalltrainings auf die Funktionsweise des aortalen Endothels bei Herzinsuffizienz mit erhaltener 
linksventrikulärer Ejektionsfraktion anhand des hypertensiven Dahl-salzsensitiven-Rattenmodells. 
Aufgrund  der  Unklarheiten  über  das  Vorliegen  einer  endothelialen  Dysfunktion  wurde  in  den 
folgenden Experimenten ein spezieller  Fokus auf dessen Funktionsweise gelegt. Dabei steht die 
Betrachtung der eNOS-Expression und die Aktivität der gp91phox, als Untereinheit der NADPH-
Oxidase, im Mittelpunkt. Die Untersuchung der Enzymaktivitäten von MMP-2 und MMP-9 sowie 
die  Betrachtung  der  AGE-modifizierten  Proteine  ergänzen  die  Versuchsreihe  und  dienen  als 
indirekte Marker für die Beurteilung der vaskulären Steifigkeit. 
Zusammenfassend ergeben sich folgende Fragestellungen:
1) Kommt es bei der HFpEF zu einer Störung der Endothelfunktion in dem 
gewählten hypertensiven Tiermodell?
2) Welche molekularen Mechanismen liegen dieser Endothelfunktionsstörung 
zugrunde?
3) Führt körperliche Aktivität in Form eines Hochintensiven Intervalltrainings 
zur Verbesserung der endothelialen Dysfunktion?
4) Was bewirkt das Hochintensive Intervalltraining auf molekularer Ebene?
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3.1 Material
3.1.1 Versuchstiere
Dahl-salzsensitive-Ratten Charles River, Sulzfeld
3.1.2 Laufband
Bei dem Laufband für die Ratten handelt es sich um einen Eigenbau der Universität Trondheim. 
Die Laufbandgeschwindigkeit kann über ein Steuermodul stufenlos reguliert werden. 
3.1.3 Versuchstierfutter
8% NaCl-haltiges Rattenfutter ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest
0,3% NaCl-haltiges Rattenfutter ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest
3.1.4 Chemikalien und Lösungen
Acrylamid Carl Roth, Karlsruhe
Acetylcholin Sigma, Taufkirchen
Ammoniumperoxodisulfat Carl Roth, Karlsruhe
Bicinchoninic Acid Thermo Fisher, Pierce, Bonn
Bisacrylamid Serva, Heidelberg
Bovines Serumalbumin Sigma-Aldrich, Steinheim 
Cytomation Target Retrieval Solution Dako, Hamburg
EDTA Carl Roth, Karlsruhe
Entellan Carl Roth, Karlsruhe
Ethanol Carl Roth, Karlsruhe
HCl Carl Roth, Karlsruhe
KCl Carl Roth, Karlsruhe
Methanol Carl Roth, Karlsruhe
Phenylephrin Sigma, Taufkirchen
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Protease Inhibitor Mix Serva, Heidelberg
SDS Carl Roth, Karlsruhe
SNP Sigma, Taufkirchen
Tween 20 Carl Roth, Karlsruhe
Xylol Carl Roth, Karlsruhe
3.1.5 Echokardiograph
Vevo 2001 Visual Sonica, Ontario, Kanada
3.1.6 Färbelösungen
Antibody Diluent Dako, Hamburg
CSA-II-KIT Dako, Hamburg
DAB Cromogen Dako, Hamburg
Eosin G Merck, Hamburg
Hämalaun nach Mayer Merck, Darmstadt
3.1.7 Geräte
Axiovert 25 Mikroskop Carl Zeiss, Oberkochen
Lambda Scan 200 Spektrometer MWG Biotech, Ebersberg
Dispergierer ART Prozess- & Labortechnik, Müllheim
Mikrozentrifuge Eppendorf, Hamburg
Shaker Rotator Multi Bio RS-24 peqlab, Erlangen
3.2.8 Software
Analysis 3.0 Olympus Soft Imaging Solutions, Münster
Adobe Photoshop Elements 7.0 Adobe, USA
Axio Vision Vs 40V 4.6.3.0 Carl Zeiss, Jena
GraphPad InStat version 3.01 Windows GraphPad Software, USA
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GraphPad Prism version 3.00 Windows GraphPad Software, USA
Scanalytic Rockville, USA
23
3. Material und Methoden
3.2 Methoden
3.2.1 Studiendesign
Bei den folgenden Versuchen handelt es sich um eine prospektive, randomisierte, tierexperimentelle 
Studie.  Sie  ist  Teil  der  durch  die  Europäische  Union  geförderten  OptimEx-Studie  (Optimizing 
Exercise Training in Prevention and Treatment of Diastolic Heart Failure), welche unter der Leitung 
der Norwegischen Hochschule für Wissenschaft und Technologie in Trondheim steht. Die OptimEx-
Studie versucht die Frage zu klären, inwieweit körperliches Training die Heilung der diastolischen 
Herzinsuffizienz  bzw.  der  HFpEF  fördert  oder  deren  Entstehung  sogar  verhindert  und  welche 
Trainingsform dabei die effektivste ist. 
In dieser Arbeit werden nur die Ergebnisse des Herzzentrums Leipzig dargestellt. Dabei wird das 
Augenmerk auf die Beurteilung der Endothelfunktion bei HFpEF und deren Veränderung durch 
körperliche Aktivität, in Form eines HIT, gelegt.
Die  Aufzucht  und  das  Training  der  Versuchstiere,  die  Messung  der  Herzfunktion,  invasive 
hämodynamische  Druckmessungen,  die  Präparation  der  Aorten  sowie  die  Beurteilung  der 
Endothelfunktion erfolgten durch die Kollegen der NTNU in Trondheim. Alle dabei ermittelten 
Daten  und  asservierten  Gewebeproben  wurden  dem  Herzzentrum  Leipzig  zu  weiteren 
Untersuchungszwecken  zur  Verfügung  gestellt.  Die  Genehmigung  für  alle  durchgeführten 
Tierversuche  erteilte  das  Norwegische  Konsil  für  Tierforschung  in  Übereinstimmung  mit  der 
Nutzung von Labortieren durch die Richtlinien der Europäischen Kommission 86/609/EEC. 
Als  Versuchstiere  dienten  32  weibliche  Dahl-salzsensitive(SS)-Ratten.  Dabei  waren  alle  Tiere 
einem regelmäßigen 12 Stunden  Tag-Nacht-Rhythmus  ausgesetzt  und erhielten  in  den ersten  7 
Lebenswochen das  gleiche  Futter  (normales  Rattenfutter  der  Firma sniff  Versuchsdiäten)  sowie 
Wasser  ad  libitum.  Im Alter  von 8  Lebenswochen erfolgte  eine  Randomisierung der  Ratten  in 
folgende drei Gruppen:
(1) Kontrollgruppe (KG)    normales Rattenfutter mit 0,3% NaCl
(2) HFpEF normales Rattenfutter mit 8% NaCl
(3) HFpEF + HIT normales Rattenfutter mit 8% NaCl
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Damit  verbunden  war  eine  Änderung  der  Ernährung.  Die  Tiere  der  Kontrollgruppe  erhielten 
weiterhin  Futter  mit  einem NaCl-Gehalt  von  0,3%,  wohingegen  das  NaCl  bei  den  Tieren  der 
Gruppen (2) und (3) auf 8% erhöht wurde - mit dem Ziel der Überführung in einen hypertensiven 
und folglich herzinsuffizienten Zustand.
3.2.2 Trainingsintervention
Nach  Einteilung  der  Gruppen  wurden  die  Versuchstiere  der  Gruppe  3  (HFpEF+HIT)  einem 
Hochintensives  Intervalltraining  unterzogen.  Dieses  erfolgte  dreimal  pro  Woche  über  einen 
Zeitraum von 28 Wochen. Das dafür verwendete Laufband wurde mit einem Neigungswinkel von 
25° eingestellt. Zur Überwachung und Anpassung der Trainingsintensität erfolgte alle drei Wochen 
die Ermittlung des maximalen Sauerstoffverbrauches  VO2max. Als Richtlinie dienten dabei die  von 
Wisloff et. al im Jahr 2001 publizierten Werte (Wisloff 2001).
Der Ablauf des Trainings gestaltete sich folgendermaßen (siehe Abb. 5): Zu Beginn absolvierten die 
Tiere eine 10-minütige Laufeinheit als Warm-up-Phase bei einem VO2peak von 50%. Die sich daran 
anschließenden Intervalle zu je 4min, bei einem VO2peak von 90%, wurden jeweils durch eine 3-
minütige aktive Erholungsphase mit einem VO2peak von 60% unterbrochen. Eine Cool-down-Phase 
von 10min, bei einem VO2peak von 40%, bildete den Abschluss jeder Trainingseinheit. Insgesamt 
erstreckte sich eine HIT-Einheit über einen Zeitraum von 45min. Die Tiere der Gruppen (1) und (2) 
wurden keinem Training ausgesetzt.
         Abb. 5: Schematische Darstellung einer HIT-Trainingseinheit 
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3.2.3 Messung der Herzfunktion
Mittels transthorakaler Echokardiographie wurde im Alter von 35 Wochen bei allen Ratten der drei 
Gruppen  die  Herzfunktion  erfasst.  Dabei  kam  ein  24Mhz-Schallkopf  zur  Anwendung.  Die 
Untersuchung  erfolgte  in  Rückenlage  bei  leichter  Anästhesie  (1,5  bis  2%  Isofluran)  mit 
eigenständiger  Atmung.  Zur  Kalkulation  der  LVEF  wurden  die  LV  Strukturparameter  in  der 
Kurzachsenansicht  im  M-Modus  gemessen.  Der  dopplersonographisch  eingestellte  apikale 
Kammerblick  ermöglichte  die  Abschätzung  des  Verhältnisses  zwischen  der  maximalen 
Geschwindigkeit  des  passiven  Mitraleinstromprofils  und  der  lateralen  frühdiastolischen 
Mitralanulusgeschwindigkeit (E/E`). Alle Messungen, mit Ausnahme der Atmungsspitzen, wurden 
dreifach  durchgeführt.  Mit  Hilfe  des  Programms  Vevo  2001  Imaging  System  konnten  die 
kalkulierten Parameter automatisch berechnet werden. Die Echokardiographischen Untersuchungen 
wurden von Frau Dr. Rolim an der NTNU durchgeführt. 
3.2.4 Invasive hämodynamische Druckmessung
Im Anschluss  an  das  28-wöchige  Training  erfolgten,  neben  echokardiographischen  Messungen, 
auch  invasive  hämodynamische  Untersuchungen.  Nach Inhalation  von  2% Isofluran  wurde  die 
rechte  A.  carotis  mit  einem  Führungskatheter  punktiert  (1.4  Fr.;  Transonic  Science,  London, 
Kanada)  und  anschließend  ein  Druckmesser  über  die  Aortenklappe  in  den  linken  Ventrikel 
vorgeschoben.  Nach  Entfernung  des  Katheters  konnte  so  der  linksventrikuläre  enddiastolische 
Druck (LVEDP) sowie der mittlere arterielle Druck bestimmt werden. Mit der Software LabChart 7 
(ADInstruments, Oxford, UK) erfolgte die Aufzeichnung der Daten. Alle Messungen zur invasiven 
Hämodynamik wurden ebenfalls von Frau Dr. Rolim an der NTNU durchgeführt.
3.2.5 Messung der Endothelfunktion
Die Endothelfunktion wurde in  einem standardisierten Verfahren untersucht.  Durch die  in  vitro 
durchgeführte  Messung konnten externe  Störfaktoren,  wie z.B.  inflammatorische  Zytokine  oder 
oxidativer Stress, ausgeschaltet werden. Unmittelbar nach Eintritt des Exitus der Ratte erfolgte die 
schnelle Entnahme der Aorta und das Schneiden dieser in 0,5cm dicke Ringe. Das Präparat wurde 
anschließend zwischen einem Haken und einem Kraftaufnehmer montiert und in ein mit Krebs-
Henseleit-Puffer gefülltes Organbad (siehe Tab. 2) eingebracht.
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Tab. 2: Zusammensetzung des Krebs-Henseleit-Puffers








Es folgte eine 30-minütige Phase der Äquilibration. Anschließend wurde der Aortenring auf eine 
Vorspannung von 10mN vorgedehnt. Sofort nach Etablierung einer stabilen Vorspannung konnte 
durch Zugabe von KCl (Endkonzentration 100mmol/l) die maximale Kontraktion des Aortenringes 
bestimmt werden. Mit Einstellung eines stabilen Plateaus erfolgte die Entfernung von KCl aus dem 
Organbad und die Waschung des Ringes mit dem Krebs-Henseleit-Puffer. Nach erneutem Einstellen 
der Grundspannung von 10mN wurde Phenylephrin in steigender Konzentration (10-9 bis 10-3mol/l) 
zugegeben.  Sobald  sich  ein  stabiles  Niveau  bei  etwa  70%  der  maximalen  KCl-induzierten 
Kontraktionskraft  eingestellt  hatte,  erfolgte  die  Herbeiführung  der  Dilatation  des  Aortenringes 
durch  steigende  Zugabe  von  Acetylcholin  (ACh;  10-9 bis  10-4mol/l)  oder  Natrium-Nitroprussid 
(SNP; 10-10 bis 10-4 mol/l). 
3.2.6 Hämatoxylin-Eosin-Färbung
Um einen Überblick über die Gewebestrukturen der Aortenwand aller Versuchstiere zu erhalten, 
wurde zunächst von dieser eine Hämatoxylin-Eosin-Färbung angefertigt. Außerdem sollte so, als 
Index für eine Gefäßwandhypertrophie, die Gefäßwanddicke beurteilt werden.
Diese als HE-Färbung bezeichnete Technik ist eine der am häufigsten verwendeten Methoden in der 
Histopathologie und Histochemie (Avwioro 2011). 
Zu Beginn erfolgte die Fixierung der Aortenringe in 4% Formalin und die Einbettung dieser in 
Paraffin. Mit  Hilfe  eines  Mikrotoms wurden von den Paraffinblöcken 3µm dicke  Dünnschnitte 
angefertigt  und  auf  die  Objektträger  aufgebracht.  Nach  der  Deparaffinisierung  der  trockenen 
Paraffinschnitte  durch  das  Intermedium  Xylol  für  dreimal  5min  wurden  die  Präparate  einer 
absteigenden Alkoholreihe (Ethanol 100%, 96%, 70%, 50%) zugeführt. Dies erfolgte für jeweils 
2min. Nach anschließender 2-minütiger Spülung in destilliertem Wasser erfolgte die erste Färbung 
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der Präparate mit Hämalaun. Weiter schloss sich ein Bläuen in warmem Leitungswasser für 5min 
an. Die dadurch entstehende, zunächst rötlich-braune Anfärbung der Zellkerne erfährt durch den 
Schritt  des  Bläuens  eine  pH-Wert-Anhebung  und  erzeugt  die  typisch  blauviolette  Färbung. 
Anschließend wurden die Präparate, nach kurzem Eintauchen in 0,1% HCl (Chlorwasserstoff), für 
5min mit 0,25% Eosin bedeckt und erneut mit Aqua dest gespült. Durch Eintauchen in eine nun 
folgende, aufsteigende Alkoholreihe (Ethanol 50%, 70%, 96%, 100%) für jeweils 2min konnten die 
Schnitte  dehydriert  werden.  Zur  Entfernung  des  Ethanols  wurden  die  Präparate  anschließend 
dreimal 5min in Xylol eingebracht. Die Konservierung der angefärbten Aortenquerschnitte erfolgte 
mit Entellan. 
3.2.7 Immunhistochemie
Die Darstellung der endothelialen Zellschicht geschah über den Nachweis der eNOS mit Hilfe der 
Immunhistochemie  (IHC).  Zudem  konnte  durch  diese  Technik  die  Lokalisation  der  AGEs 
untersucht  werden.  Bei  der  immunhistochemischen  Anfärbung  können  Proteine  und  andere 
Gewebestrukturen mit Hilfe von markierten, spezifischen Antikörpern sichtbar gemacht werden.
Dazu wurden 3µm dicke Gewebeschnitte für 3 mal 10min mit Xylol entparaffiniert. Anschließend 
durchliefen die Proben  ebenfalls die absteigende Alkoholreihe (Ethanol  100%, 96%, 70%, 50%) 
gefolgt von einer 10-minütigen Trocknungsphase. Nach weiteren 5min Rehydrieren mit Aqua dest 
und  5min  Spülung  mit  TBS  (50mmol/l  Tris,  150mmol/l  NaCl,  pH  7,4)  konnte  eine  Antigen-
Demaskierung  durchgeführt werden. Hierzu  wurden  die  Proben in  eine  Box mit  250ml  Dako-
Antigen-Retrieval-Lösung (Dako,  Hamburg)  eingestellt  und  in  einem  Autoklaven  für  20min 
autoklaviert.  Nach  dem  Abkühlen  der  Schnitte  und  dem  Waschen  mit  TBS  ließen  sich  die 
spezifischen  Antigene  mit  dem  CSA-II-Biotin-free-Tyramide-Signal-Amplification-System  der 
Firma Dako, Hamburg nachweisen.
Im ersten  Schritt  wurde  die  intrinsische Peroxidase mittels  eines  Peroxidase-Blockers  für  5min 
gehemmt. Vor dem Auftragen des Proteinblockers für weitere 5min erfolgte eine erneute Spülung 
der Präparate mit destilliertem Wasser und schließlich mit TTBS (50mmol/l Tris, 150mmol/l NaCl, 
0,05% Tween 20; pH 7,4). Der primäre Antikörper zur Detektierung der eNOS konnte nun in einem 
Verhältnis  von  1:200  (Rabbit-anti-eNOS,  Santa  Cruz  Biotechnologie)  in  Antibody-Diluent  der 
Firma Dako aufgetragen werden. Bedeckt mit Parafilm wurde dieser bei +4ºC über Nacht inkubiert 
und anschließend dreimal in TTBS gespült. Nun erfolgte die Bedeckung der Präparate mit einem 
sekundären  Antikörper  (Anti-rabbit-HRP,  Sigma,  1:500  in  Dako  Antibody-Diluent)  für  weitere 
15min. Die darauf folgenden Inkubationen für jeweils 15 bis 20min mit Amplifikations-Reagenz 
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und Anti-Fluorescein-HRP (Dako, Hamburg) wurden jeweils durch dreimaliges Waschen mit TTBS 
unterbrochen. Zur Visualisierung der Reaktionen erfolgte abschließend das Auftragen von DAB-
Substrat-Chromogen (DAB Substratpuffer + DAB Chromogen, Dako, Hamburg) auf die Präparate 
mit einer sich erneut anschließenden Inkubation für 10 bis 20min. Nach Spülung der Präparate mit 
Aqua dest  konnten  diese  nun in  Glycerol-Gelatine  (Dako Hamburg) eingedeckt  und durch  ein 
Mikroskop betrachtet werden.
Die immunhistochemische Anfärbung zur Detektion der AGEs erfolgte nach dem gleichen Prinzip 
wie zuvor  beschrieben.  Jedoch kam hier  ein primärer  Anti-AGE-Antikörper  in  der  Verdünnung 
1:5.000 zur Anwendung (Abcam, Bambridge, UK). Als sekundärer Marker diente ebenfalls ein mit 
HRP gekoppelter Antikörper (Anti-rabbit-IG-HRP, Sigma, 1:500)
3.2.8 Proteinextraktion
Zur Vorbereitung auf den Western Blot und die Zymographie mussten die Gewebeproben zunächst 
folgendermaßen aufbereitet werden: Die bei -80ºC in Stickstoff gelagerten Aorten wurden aufgetaut 
und  mit  RIPA-Puffer  (siehe  Tab.  3),  welchem ein  Protease-Inhibitor-Cocktail  (Serva,  Protease-
Inhibitor-Mix  M)  zugesetzt  wurde,  mit  dem 20-fachen  des  vorher  ermittelten  Aortengewichtes 
versetzt.  Die  in  RIPA-Puffer  eingelegte  Aorta  wurde  anschließend  bei  +4ºC  in  einem 
Überkopfschüttler über Nacht inkubiert. Nach einer darauf folgenden Ultraschallbehandlung musste 
die  Probe  noch  für  5min  bei  16.000g  zentrifugiert  werden.  Der  dabei entstandene  Überstand, 
welcher die zu analysierenden Proteine enthielt, wurde abgenommen und das Pellet verworfen.
Tab. 3: Zusammensetzung des RIPA-Puffers 
RIPA - Puffer 50mM Tris
150mM NaCl
1mM EDTA
1% NP - 40
0,25% Natriumdeoxycholat
0,1% SDS
0,1% Triton-X 100 
pH = 7,4
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3.2.9 Bestimmung der Proteinkonzentration nach der BCA-Methode
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der BCA-Methode (Bicinchoninic Acid). 
Die 1985 von Smith et al. entwickelte Methode beruht darauf, dass in Anwesenheit von Proteinen 
zweiwertiges Kupfer (Cu2+) zu einwertigem Kupfer (Cu+) reduziert wird. Durch Komplexbildung 
von  Cu+ mit  Bicinchoninsäure  entstehen  violette  Farbkomplexe,  die  bei  einem  Absorptions-
maximum von 562nm photometrisch erfasst werden können (Smith 1985).
Zunächst  wurde  das  zur  Konzentrationsbestimmung  notwendige  Mix-working-Reagenz  (BCA 
Protein Assay Kit, Pierce, Bonn) hergestellt. Hierzu erfolgte eine Vermengung des BCA-Reagenz A 
und B  im Verhältnis 50:1. Anschließend konnte von jedem vorher hergestellten Lysat 5μl in eine 
96-well Mikrotiterplatte eingebracht werden. Zur Herstellung einer Eichgeraden wurde die gleiche 
Menge an destilliertem Wasser, RIPA-Puffer und BSA (Rinderserumalbumin, 1mg/ml) einpipettiert. 
Alle  Probenansätze wurden nun mit  200μl Mix-working-Reagenz versetzt  und anschließend bei 
+37ºC für 30min inkubiert. Mittels Spektrophotometer erfolgte die Messung der optischen Dichte 
bei 562nm. Mit Hilfe der BSA Eichwerte konnte die Konzentration der einzelnen Proben ermittelt 
werden. 
3.2.10 Western Blot
Zur Quantifizierung und Bestimmung der Expression von eNOS, der NADPH-Oxidase gp91phox und 
der  AGE-modifizierten Proteine wurde die  Western-Blot-Technik gewählt.  Erstmals  beschrieben 
von Renart  et  al.  und Towbin et  al.  im Jahr 1979, ist  diese Technik heute ein anerkanntes und 
bedeutendes molekularbiologisches Verfahren zur Bestimmung von Proteinen mittels Übertragung 
(engl. blotting) auf eine Trägermembran (Renart 1979, Towbin 1979).
3.2.10.1 Herstellung der Gele und Gelelektrophorese
Zur Vorbereitung auf die Gelelektrophorese wurden zwei Glasplatten mit Methanol gereinigt, durch 
Spacer voneinander getrennt und in der Elektrophoreseapparatur fixiert. Anschließend konnte in den 
dabei  entstandenen Zwischenraum zunächst  das  Trenngel  und,  nach dessen Polymerisation,  das 
Sammelgel,  zuzüglich  eines  Kammes,  (Tab.  4)  aufgetragen  werden.  Nach  vollständiger 
Polymerisation des Sammelgels wurde der Kamm entfernt und das ganze System mit einem SDS-
Laufpuffer  (25mM Tris,  192mM  Glycin,  0,1% SDS) aufgefüllt.  Vor dem Auftragen der Proben 
wurde  diesen  jeweils  ein  Lysemedium  (25%  SDS,  25%  β-Mercaptoethanol,  Bromphenolblau, 
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310mmol/l  Tris  pH  8,3)  zugesetzt  und  anschließend  für  10min  bei  +95ºC  im  Thermoblock 
denaturiert.  Diese Reaktion konnte nach abgelaufener Zeit  auf Eis abgestoppt werden. Der sich 
anschließenden,  kurzen  Zentrifugation  der  Proben  folgte  das  Auftragen  dieser  auf  das  SDS-
Polyacrylamidgel.  Ebenso  wurde  ein  entsprechender  Größenmarker  einpipettiert.  Die  folgende 
Elektrophorese erfolgte bei 90V für etwa zwei Stunden.
Tab. 4: Reagenzien zur Herstellung eines 10% SDS-Polyacrylamidgels für Western Blot 
Trenngel 5ml AA/Bis






















Nach Beendigung der Elektrophorese schloss sich der eigentliche Blotvorgang nach der Semidry-
Methode  an  (Kurien  &  Scofield  2006).  Hierzu  erfolgte  eine  Separation  des  Sammelgels  vom 
Trenngel.  Letzteres  wurde  in  Form  der  sogenannten  Sandwich-Technik  auf  eine  PVDF-
Transfermembran (Polyvinylidenfluorid Roti, Roth) gelegt und beidseits mit Whatman-Filterpapier 
bedeckt,  welches  in  SDS-Transferpuffer  (192mmol/l  Glycin,  25mmol/l  Tris,  0,02% SDS,  20% 
Methanol) getränkt war. Nach einer Blotzeit von 90min bei konstanten 400mA haften die Proteine 
auf der PVDF-Matrix, aufgrund von hydrophoben und ionischen Wechselwirkungen. Im folgenden 
Schritt  wurde  die  PVDF-Membran  mit  TTBS  kurz  gewaschen  und  dem  spezifischen  Protein-
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nachweis  mittels  Antikörper  zugeführt.  Durch  die  Inkubation  der  Matrix  für  30min  mit  5% 
Magermilchpulver  in  TTBS erfolgte  die  Blockierung freier  Bindungsstellen.  Dieser  Schritt  war 
notwendig, um eine unspezifische Antikörperbindung an die Membran zu unterbinden.
3.2.10.3 Immundetektion
Zur  Detektion  der  Proteine  wird  die  durch  Milch  geblockte  Membran  mit  einem spezifischen 
Antikörper (siehe Tab. 5) in 1% Magermilch/TTBS, vorzugsweise bei +4ºC, über Nacht inkubiert.
Tab. 5: Primäre Antikörper für Western Blot
Anti - eNOS
Anti - gp91phox
Anti - AGE 
1 : 200 
1 : 1.000
1 : 5.000
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA
Abcam, Cambridge, UK
Abcam, Cambridge, UK
Nach Ablauf der Inkubationszeit schlossen sich drei weitere Waschschritte mit TTBS für jeweils 
10min an. Im nächsten Schritt wurde der Blot für 1-2 Stunden mit dem sekundären Antikörper,  
welcher an eine Peroxidase gekoppelt ist, in 1% Milch/TTBS inkubiert. Danach erfolgte erneut ein 
dreimal  10-minütiger Waschgang mit TTBS, bevor mittels einer Chemilumineszenz-Reaktion der 
gebundene Antikörper nachgewiesen werden konnte.
3.2.10.4 Chemilumineszenz und Densitometrie
Zur  Visualisierung  der  spezifischen  Banden  wurde  die  Membran  für  5min  in  eine 
Chemilumineszenz-Lösung (Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate; Thermo Fisher 
Scientific, Bonn) eingelegt. Die Lösung reagiert mit dem an den sekundären Antikörper gebundenen 
HRP (horseradish peroxidase).  In dessen Folge kommt es zur Umsetzung von Luminol in eine 
oxidierte Form. Mittels eines  Autoradiographiefilms (Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare, 
Freiburg)  konnten  die  Banden  nun  detektiert  werden.  Die  densitometrische  Auswertung  wurde 
anhand der auf dem Film abgebildeten Banden unterschiedlicher Intensität mit Hilfe von Scanalytic 
vorgenommen. 
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3.2.10.5 Normierung der Werte
Auf der Grundlage des Enzyms GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) erfolgte die 
Ladekontrolle und damit eine Normierung der erhaltenen Werte des Western Blots. Hierfür wurden 
primäre Antikörper gegen GAPDH (HyTest, Turka, Finnland, Verdünnung 1:30.000) und sekundäre 
Antikörper  namens  Anti-Mouse-POD  (Anti-Mouse  IgG,  Peroxidase  Conjugate  A9044,  Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, 1:5.000) eingesetzt.
3.2.11 Zymographie
3.2.11.1 Prinzip
Die  Zymographie  (Substratelektrophorese)  ist  ein  einfaches,  quantifizierbares,  sensitives  und 
funktionelles  Verfahren  zur  Bestimmung  der  Aktivität  von  MMPs  und  TIMPs  in  biologischen 
Proben (Hawkes 2001).  Die Methode beruht  auf  dem Abbau eines  bevorzugten  Substrates  und 
dessen Identifizierung anhand des Molekulargewichtes (Snoek-van Beurden & Von den Hoff 2005). 
Dabei erfolgt die Auftrennung der Proteine nach dem Prinzip der SDS-PAGE (Laemmli 1970). Je 
nach  zu  untersuchendem  Enzym  wird  dem  Gel  ein  spezielles  Substrat  zugesetzt  (Lantz  & 
Ciborowski 1994), z.B. Gelatine für die Aktivitätsbestimmung der MMP-2 und MMP-9. Deshalb 
wird das Verfahren auch als Gelatinzymographie bezeichnet. Dieses Substrat kopolymerisiert dabei 
mit Acrylamid (Heussen & Dowdle 1980, Fernandez-Resa 1995). Das im Gel befindliche SDS führt 
zur  Denaturierung  und reversiblen  Inaktivierung  der  MMPs.  Jedoch erfolgt  dadurch  auch  eine 
Trennung von MMP-TIMP-Komplexen sowie die Dissoziation von TIMPs. In der Folge kann es 
deshalb unter Umständen zu einer höheren Aktivität der MMPs kommen, als in vivo tatsächlich 
vorliegen würde (Snoek-van Beurden & Von den Hoff 2005). Triton-X 100 bewirkt anschließend 
eine teilweise Renaturierung und Wiedererlangung der Aktivität der Enzyme (Heussen & Dowdle 
1980,  Woessner  1995).  Zusätzlich  können  latente  MMPs  ohne  Spaltung  autoaktiviert  werden 
(Oliver  1997).  Während  der  folgenden  Inkubation  der  Gele  in  einem  Aktivierungspuffer 
(Inkubationspuffer) verdauen die MMPs das darin enthaltene Substrat.  Über eine Anfärbung mit 
Coomassie-Blau  kann  die  enzymatische  Aktivität  in  Form heller  Banden  gegen  einen  dunklen 
Hintergrund sichtbar gemacht werden (Fernandez-Resa 1995, Hawkes 2001). Mittels Densitometrie 
erfolgt anschließend die Quantifizierung der MMPs (Woessner 1995).
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3.2.11.2 Durchführung
Zur  Vorbereitung  auf  die  Zymographie  mussten  die  Proteine,  nach  dem  zuvor  beschriebenen 
Verfahren der Proteinextraktion, aus den Aortenquerschnitten isoliert und ihre Konzentration nach 
der  BCA-Methode  bestimmt  werden.  Anschließend  wurde  von  jeder  Probe  10μg Protein 
entnommen und mit einem Probenpuffer (10% SDS, 250mmol/l Tris-HCl pH 7,4) vermischt. Dies 
geschah unter  nicht-denaturierenden Bedingungen.  Die Herstellung der  Gele  erfolgte  nach dem 
gleichen Prinzip wie beim Western Blot, jedoch mit einer anderen Zusammensetzung (siehe Tab. 6). 
Tab. 6: Reagenzien zur Herstellung des Trenn- und Sammelgels für die Zymographie
Trenngel (10%), Gesamtmenge: 30ml 10ml Acryl/Bisacryl (30/0,8)






Sammelgel (5%), Gesamtmenge: 10ml 1,6ml Acryl/Bisacryl (30/0,8)





Nach einer 2-stündigen Elektrophoresezeit bei einer Spannung von 90V wurden die Gele für 1,5h 
bei Raumtemperatur in einem Renaturierungspuffer (2,5% Triton-X 100) gewaschen. Anschließend 
erfolgte  die  Überführung  in  einen  Inkubationspuffer  (Tab.  7).  Während  einer  72-stündigen 
Inkubation bei +37ºC entfalteten die MMPs ihre vollständige enzymatische Aktivität und verdauten 
die im Gel enthaltene Gelatine.
34
3. Material und Methoden
Tab. 7: Reagenzien zur Herstellung eines Inkubationspuffers




Die Reaktion der Enzyme wurde durch Eintauchen der Gele in 10% Essigsäure und 5% Methanol 
für 15min abgestoppt. Mit der sich anschließenden Färbung durch Commasie-blue G250 konnten 
die aktiven Bereiche, in Form klarer aufgehellter Banden, sichtbar gemacht werden. Die Entfärbung 
der Gele erfolgte ebenfalls in 5% Methanol und 10% Essigsäure sowie durch einen 30-minütigen 
Spülgang mit destilliertem Wasser.  Nach weiterer Inkubation für 15min in einem Preservations-
puffer (Tab. 8) konnten die Gele in diesen eingeschweißt und analysiert werden. 




Die Auswertung der Zymogramme erfolgte mit Hilfe eines Densitometers und Scanalytic.
3.3 Statistische Analyse
Die Präsentation aller ermittelten Daten geschieht im Folgenden als Mittelwerte ± SEM (standard 
error of the mean = Standardabweichung). Differenzen zwischen den Gruppen wurden durch einen 
unabhängigen ANOVA-Test beurteilt. Die Statistik erfolgte mit Hilfe von SPSS Version 22 (SPSS, 




4.1 Charakterisierung der Versuchstiere 
Zur Charakterisierung der Dahl-SS-Ratten in den drei Versuchsgruppen kamen unter anderem die 
Echokardiographie und invasive hämodynamische Methoden zum Einsatz (Tab. 9 und Abb. 6). Es 
zeigt sich, dass durch eine hochsalzhaltige Kost (8% NaCl) eine HFpEF (Gruppe 2 und 3) induziert 
werden kann. Die damit verbundene diastolische Funktionsstörung lässt sich ableiten durch den 
signifikanten Anstieg von E/E' (HFpEF um 83% , HFpEF+HIT um 131% vs. KG; Abb. 6A) und 
einer Erhöhung des LVEDP (HFpEF um 132%, HFpEF+HIT um 126% vs. KG; 6B) bei erhaltener 
LVEF  (HFpEF:  70%,  HFpEF+HIT:  61%;  6C).  Zudem zeigen  die  herzinsuffizienten  Tiere  der 
Gruppen 2 und 3 eine Zunahme des systolischen Blutdruckes (HFpEF um 42%, HFpEF+HIT um 
36% vs. KG; 6D), der LV Masse, als  Ausdruck einer Linksherzhypertrophie (HFpEF um 39%, 
HFpEF+HIT um 50% vs. KG; 6E),  und des Plasmaspiegels an NT-proBNP (HFpEF um 227%, 
HFpEF+HIT um 322% vs. KG; 6F), jeweils  im Vergleich zu den nichtinsuffizienten Tieren der 
Kontrollgruppe.  Die  erhobenen  Daten  bezüglich  des  Körpergewichtes  lassen  keine  Signifikanz 
zwischen den Gruppen erkennen (Tab. 9)
Die Mortalitätsraten der Tiere von Kontroll-,  HFpEF- und HFpEF+HIT-Gruppen liegen bei 5%, 
57% und 40%. 














Serum NT-proBNP  (pg/ml)
















1250 ± 20 **
213 ± 5 **
153 ± 7 **
64,6 ± 14,6 **
1027 ± 22 **
69,2 ± 1,8 *
19,4 ± 1,1 *
13,0 ± 2,6 *
279 ± 6
1370 ± 70 **
203 ± 8 **
143 ± 6 **
85,2 ± 10,4 **
1110 ± 62 **
61,1 ± 3,4 **
24,5 ± 3,2 **
12,7 ± 1,8 *
*P < 0,05 vs. KG; **P < 0,01 vs. KG.
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Abb. 6: Charakterisierung der Versuchstiere der HFpEF und HFpEF+HIT-Gruppe, verglichen mit der KG. 
Die HFpEF-Tiere entwickeln eine diastolische Dysfunktion, erfasst durch nicht-invasive (erhöhte E/E', 
A) und invasive (gesteigerter LVEDP, B) Verfahren, bei erhaltener LVEF (C). Begleitend zeigt sich ein 
erhöhter systolischer Blutdruck (D), LV Hypertrophie (E) und vermehrtes Plasma-NT-proBNP (F). 





Die  Untersuchung  der  Acetylcholin-vermittelten  aortalen  Vasodilatation,  als  Ausdruck  der 
endothelabhängigen Funktionsfähigkeit, erfolgte in einem Organbad an vorgespannten Aortenringen 
unter Zugabe steigender Konzentrationen an ACh (Abb. 7).
Die anfängliche Zugabe von 100mmol/l KCl zur Organpufferlösung führte zu einer verminderten 
Kontraktion  der  Aortenringe  um 21% in  der  HFpEF-Gruppe,  im Vergleich  zur  Kontrollgruppe 
(HFpEF: 1,51 ± 0,08g vs. KG 1,91 ± 0,04g; P < 0,05). Jedoch konnte, aufgrund des Trainings, bei 
den HFpEF+HIT-Tieren eine Verbesserung der Vasokonstriktion erreicht werden (1,99 ± 0,16g).
Die  anschließende  ACh-getriggerte  Vasodilatation  der  durch  Phenylephrin  vorkontrahierten 
Aortenringe  zeigt  eine  signifikant  schlechtere  maximale  Dilatationsfähigkeit  bei  den 
herzinsuffizienten Ratten (Abb. 7, roter Graph), verglichen mit den nichtinsuffizienten Tieren der 
Kontrollgruppe (schwarzer Graph) (HFpEF: 49,9 ± 3,5% vs. KG: 66,6 ± 3,4%). Das 28-wöchige 
Training der HFpEF+HIT-Gruppe (Abb. 7, blauer Graph) führte zu einer signifikant verbesserten 
Relaxationsfähigkeit auf 61,5 ± 2,6%, im Vergleich zu den Tieren ohne Training.
Zum Erreichen einer 50%igen Vasodilatation (EC50) der Aortenringe bedurfte es in der HFpEF-
Gruppe zudem einer  signifikant  höheren Acetylcholin-Konzentration von 1164 ± 302nmol/l,  im 
Vergleich zur Kontrollgruppe und den trainierten Tieren (KG: 230 ± 44nmol/l; HFpEF+HIT: 255 ± 
44nmol/l; P < 0,05).
Abb. 7: Acetylcholin-abhängige  Vasodilatation.  Die  herzinsuffizienten  Tiere  (roter  Graph)  zeigen  eine
signifikant  verminderte  ACh-abhängige  aortale  Dilatationsfähigkeit,  verglichen  mit  den  gesunden
Tieren der KG (schwarzer Graph), und damit eine gestörte endothelabhängige Vasodilatation. Das
Laufbandtraining der HFpEF+HIT-Gruppe führt  zu einer signifikant  verbesserten ACh-abhängigen




Die Untersuchung der endothelunabhängigen aortalen Vasodilatation erfolgte durch Zugabe von 
Natrium-Nitroprussid (SNP) zu den durch Phenylephrin vorkonstringierten Aortenringen (Abb. 8).
Im Ergebnis zeigt sich eine signifikante Störung der maximalen Relaxationsfähigkeit bei den Tieren 
der  HFpEF-Gruppe (Abb. 8,  roter Graph),  verglichen mit  denen der  Kontrollgruppe (schwarzer 
Graph)  (HFpEF:  79,5  ±  1,4%  vs.  KG  89,0  ±  1,4%;  P <  0,05).  Das  Laufbandtraining  der 
HFpEF+HIT-Gruppe führt zu einer signifikanten Verbesserung der Vasodilatation (Abb. 8, blauer 
Graph) (84,6 ± 1,0 %).
Zum Erreichen einer Relaxation um 50% (EC50) musste außerdem in der HFpEF-Gruppe signifikant 
mehr SNP zugegeben werden (HFpEF: 388 ± 65nmol/l vs. KG: 205 ± 31nmol/l und HFpEF+HIT: 
216 ± 44nmol/l; P < 0,05).
Darüber hinaus kann keine Korrelation zwischen der EC50 unter Acetylcholin und der EC50 unter 
SNP beobachtet werden: r = 0,3, P = 0,13.
Abb. 8: Natrium-Nitroprussid-abhängige Vasodilatation.  Die  herzinsuffizienten Tiere  (roter  Graph)  zeigen  
eine signifikant  verminderte aortale Vasodilatation im Vergleich zu den gesunden Tieren der KG
(schwarzer Graph). Durch Training der HFpEF+HIT-Tiere wird eine signifikante Verbesserung der




Zur Bestimmung des Gefäßwanddurchmessers, als Index einer vaskulären Hypertrophie, wurden 
die Aortenquerschnitte histochemisch mit Hämalaun und Eosin angefärbt. Im Ergebnis zeigen sich 
signifikant  vergrößerte  Gefäßwanddurchmesser  in  den  HFpEF-  und  HFpEF+HIT-Gruppen  im 
Vergleich zur Kontrollgruppe (HFpEF: 180 ± 3μm und HFpEF+HIT: 181  ± 4μm vs. KG: 132 ± 
6μm; P < 0,001). 
4.4 Proteinexpression der eNOS
 
Die quantitative Bestimmung der eNOS-Expression aus den aortalen Endothelzellen erfolgte mittels 
Western  Blot,  wobei  gleichzeitig  die  GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase)  zur 
Normierung der Werte gemessen wurde.
Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigen die HFpEF-Tiere eine signifikant verminderte Expression 
um 46% (KG: 1,12  ±  0,20  vs.  HFpEF:  0,60  ± 0,09  (P <  0,05)  (Abb.  9A und B).  Durch das 
hochintensive  Intervalltraining  der  HFpEF+HIT-Gruppe  wird  eine  deutliche  Verbesserung  der 
Expression erreicht, die jedoch nicht als signifikant bewertet werden kann (0,99 ± 0,12).
Außerdem kann eine signifikant positive Korrelation zwischen der eNOS-Expression und der durch 
Acetylcholin vermittelten,  maximal  induzierten Vasodilatation beobachtet  werden:  r  = 0,59  P < 
0,001.
Abb. 9: Expression der eNOS (A). Exemplarisches Beispiel eines Western Blots (B). 




Zur Bestimmung der Endothelzelldeckung des Aortenlumens erfolgte eine immunhistochemische 
Anfärbung mit einem direkt gegen die endotheliale NO-Synthase gerichteten Antikörper. Durch das 
Ausmessen der  mit  Endothelzellen bedeckten Bereiche und der  Betrachtung im Verhältnis  zum 
luminalen Gesamtdurchmesser, kann der prozentuale Deckungsgrad bestimmt werden (Abb. 10 und 
11).  Obwohl,  wie zuvor  beschrieben,  eine  signifikant  verminderte  Expression der  eNOS in der 
HFpEF-Gruppe im Vergleich zur  Kontrollgruppe zu beobachten ist,  lässt  sich im Blick auf  die 
Endothelzelldeckung kein signifikanter Unterschied zwischen den drei Gruppen feststellen (HFpEF: 
70,2 ± 7,6, HFpEF+HIT: 68,6 ± 3,9 vs. KG: 73 ± 6,2).
 
Abb. 10: Endothelzelldeckungsgrad der Aorta. Es ergibt sich kein signifikanter Unterschied zwischen
den drei Vergleichsgruppen.
Abb. 11: Exemplarische Beispiele der aortalen Endothelzelldeckung. IHC. Anti-eNOS-Ak; 1:200. 
Aufnahme in 10-facher (linkes Bild) und 40-facher Vergrößerung (rechtes Bild). 
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4.6 Expression der NADPH-Oxidase gp91phox
Mit Hilfe des Western Blots erfolgte die quantitative Untersuchung der gp91phox, als Untereinheit 
der NADPH-Oxidase. Auch bei diesem Versuch wurde zur Normierung der Werte gleichzeitig die 
GAPDH  ermittelt.  Die  erhobenen  Daten  zeigen  keinen  signifikanten  Unterschied  in  der 
Proteinexpression zwischen den drei Gruppen (HFpEF: 3,87 ± 1,23%, HFpEF+HIT: 6,82 ± 1,42% 
vs. KG: 4,16 ± 1,31%) (Abb. 12A und B):
Abb. 12: Proteinexpression der gp91phox (A). Exemplarische Western Blot Banden (B). 
Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den 3 Gruppen.
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4.7 Expression AGE-modifizierter Proteine
Die quantitative Untersuchung der AGE-modifizierten Proteine erfolgte ebenfalls mittels Western 
Blot. Dieser fungiert als indirektes Verfahren zur Bestimmung der Proteinquervernetzungen in der 
Aortenwand und damit zur Beurteilung der vaskulären Steifigkeit. 
Im Ergebnis zeigt sich eine Zunahme der AGE-Expression um 126% in der Gruppe der HFpEF-
Tiere im Vergleich zu den Tieren der Kontrollgruppe (Abb. 13A;  P < 0,05). Das hochintensive 
Intervalltraining der Gruppe 3 führt jedoch zu einem Rückgang der Expression auf ähnliche Werte 
wie bei der Kontrollgruppe (P > 0,05) (HFpEF: 1,72 ± 0,31, HFpEF+HIT: 0,56± 0,07 vs. KG: 0,75 
± 0,05). 
Zur  Lokalisierung  der  AGE-modifizierten  Proteine  wurden  die  Aortenquerschnitte  einer 
immunhistochemischen Markierung mit  einem anti-AGE-spezifischen Antikörper  unterzogen.  In 
der exemplarischen Abbildung 13B kommen diese Proteine als  braun angefärbte Strukturen zur 
Darstellung. 
Abb. 13: Proteinexpression AGE-modifizierter Proteine (A). Exemplarische Darstellung der 
Lokalisation der AGE-modifizierten Proteine in der aortalen Gefäßwand (B). 
Aufnahme in 5-facher (linkes Bild) und 20-facher Vergrößerung (rechtes Bild). 
*P < 0,05 vs. KG. § P < 0,05 vs. HFpEF.
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4.8 Aktivität der Matrixmetalloproteinasen 
Mittels  zymographischer Bestimmung der MMP-2- und MMP-9-Enzymaktivitäten kann indirekt 
der  Abbau  von  aortaler  EZM  untersucht  und  damit  auf  strukturelle  Gefäßwandveränderungen 
geschlossen werden.
Im Ergebnis zeigen sich signifikante Aktivitätszunahmen (P < 0,05) der MMP-2 um 183% und der 
MMP-9 um 68% in den HFpEF-Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe (MMP-2 HFpEF: 2,35 ± 
0,16 vs. KG: 0,82 ± 0,05; MMP-9 HFpEF: 0,42 ± 0,04 vs. KG: 0,25 ± 0,07) (Abb. 14A und B). Das 
Laufbandtraining der HFpEF+HIT-Tiere führte zu einem signifikanten Rückgang sowohl der MMP-
2-, als auch der MMP-9-Aktivtiät (MMP-2 HFpEF+HIT: 1,84 ± 0,16; MMP-9 HFpEF+HIT: 0,26 ± 
0,03; P < 0,05 vs. HFpEF).
Allerdings  ist  auch  festzustellen,  dass  die  enzymatische  MMP-2-Aktivität  in  der  HFpEF+HIT-
Gruppe nach dem 28-wöchigen Training noch signifikant über der Aktivität der gesunden Tiere aus 
der Kontrollgruppe verbleibt (P < 0,01 vs. KG).
Abb. 14: Aktivität der MMP-2 (A) und -9 (B). Signifikante Zunahme beider MMP-Aktivitäten bei 
Entwicklung einer HFpEF im Vergleich zur KG. Das Laufbandtraining bewirkt eine 
Verminderung beider Enzymaktivitäten. *P < 0,05 vs. KG. **P < 0,01 vs. KG. 





Aus  den  gewonnenen  Ergebnissen  der  vorliegenden  Studie  lassen  sich  folgende  Kernaussagen 
ableiten:
1) Mit Hilfe des hypertensiven Tiermodells ist es möglich, eine HFpEF zu induzieren.
2) HFpEF ist  assoziiert  mit  einer  Störung  der  endothelabhängigen  und  endothelun-
abhängigen Vasodilatation. 
3) Die endotheliale Dysfunktion bei HFpEF geht einher mit einer verminderten eNOS-
Expression,  vermehrter  vaskulärer  Ablagerung  AGE-modifizierter  Proteine  sowie
erhöhter MMP-2- und MMP-9-Aktivität.
4) Das  Hochintensive  Intervalltraining  führt  zur  Verbesserung  sowohl  der  endothel-
abhängigen,  als  auch  der  endothelunabhängigen  aortalen  Vasodilatation  und  ist
verbunden mit einer Normalisierung der eNOS-Expression, einer Reduktion der AGE-
modifizierten Proteine sowie verminderter MMP-2- und MMP-9-Aktivität. 
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5.2 Induktion einer HFpEF im hypertensiven Rattenmodell 
Zur Klärung der oben genannten Fragestellungen bedurfte es zunächst der Induktion einer HFpEF. 
Hierfür kam ein häufig publiziertes und gut etabliertes hypertensives Dahl-SS-Rattenmodell zum 
Einsatz (vergleiche Tab. 1) (Doi 2000, Klotz 2006). Die ursprünglich aus  Sprague-Dawley-Ratten 
gezüchteten Dahl-SS-Tiere bilden die Grundlage dieses genetischen Modells (Dahl 1962). Ab der 7. 
Lebenswoche werden die Ratten mit einer Hochsalzkost von 8% NaCl ernährt,  wohingegen die 
Kontrollgruppe eine Kost mit lediglich 0,3% NaCl erhält. Die hochsensibel auf NaCl reagierenden 
Dahl-SS-Ratten  entwickeln in der Folge eine arterielle Hypertonie mit systolischen Werten über 
175mmHg, eine linksventrikuläre Hypertrophie und eine eingeschränkte Nierenfunktion. Im Alter 
von  12  Wochen  kann  zudem  eine  Störung  der  diastolischen  Funktion  sowie  eine  erhöhte 
ventrikuläre Steifigkeit  nachgewiesen werden. Ein Übergang in den Zustand der HFpEF erfolgt 
etwa zwischen der 12. und 19. Lebenswoche (Doi 2000, Klotz 2006, Conceicao 2016).
Auch die Tiere der vorliegenden Versuchsreihe wurden diesem Ernährungsschema unterzogen und 
so  eine  HFpEF  induziert.  Zur  Diagnosestellung  HFpEF  müssen  nach  den  Leitlinien  der  ESC 
entweder  strukturelle  oder  funktionelle  myokardiale  Veränderungen, wie  Linksherzhypertrophie 
und diastolische Dysfunktion, vorliegen sowie eine erhaltene EF von mehr als 50% nachweisbar 
sein  (Dickstein 2008).  Anhand der  gewonnenen Daten  konnte das  tatsächliche  Vorliegen dieser 
Erkrankung  für  die  Gruppen  2  und  3  bestätigt  werden.  So  wurde  unter  anderem 
echokardiographisch  ein  signifikanter  Anstieg  von  E/E`  sowie  die  Erhöhung  des  LVEDP als 
Zeichen  der  diastolischen  Dysfunktion  und  damit  eine  funktionelle  myokardiale  Veränderung 
nachgewiesen.  Ebenfalls  erhöht  war  die  Plasmakonzentration  an  NT-proBNP,  was  zum  einen 
typisch für Herzinsuffizienz ist  und zum anderen auf eine eingeschränkte ventrikuläre Funktion 
hindeutet.  Auch  strukturelle  Herzschäden  konnten  in  Form einer  eindeutigen  LV Hypertrophie 
determiniert werden, nachweisbar anhand einer signifikanten Zunahme der LV Masse (vergleiche 
Tab. 9 [S. 36] und Abb. 6 [S. 37]). Die definitionsgemäß bei HFpEF erhaltene Ejektionsfraktion ist 
mit  mehr  als  60%  in  beiden  Herzinsuffizienz-Gruppen  gegeben.  Auch  der  für  dieses  Modell 
typische,  deutlich  erhöhte  systolische  Blutdruck  kann  mit  Werten  über  200mmHg  bei  den 
herzinsuffizienten Tieren als markant angesehen werden. 
Ein großer Vorteil des gewählten Tiermodells besteht darin, dass ähnliche Eigenschaften, wie sie 
auch für HFpEF beschrieben sind, initiiert werden können (Paulus 2007). So ist es möglich, neben 
der  Herzinsuffizienz und einer  diastolischen Störung,  auch das  assoziierte  kardiale  Remodeling 
adäquat abzubilden (Doi 2000, Qu 2000). 
Probleme ergeben sich jedoch bei der Übertragbarkeit des Modells auf den Menschen, da es sich 
um  ein  Kleintiermodell  handelt,  dessen  Ähnlichkeiten  nur  im  weitesten  Sinn  übereinstimmen 
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(Conceicao 2016). Zudem ist die von HFpEF betroffene Patientengruppe überwiegend weiblich und 
gehört der älteren Generation an (Vasan 1995, Owan 2006, Fonarow 2007). Zur Berücksichtigung 
des bevorzugten Geschlechts und damit einer besseren Übertragbarkeit wurden für die vorliegende 
Studie  ausschließlich  weibliche  Dahl-SS-Ratten  verwendet.  Der  altersabhängige  Aspekt  konnte 
anhand  dieses  Modells  allerdings  nicht  hinreichend  berücksichtigt  werden.  Eine  weitere 
Limitierung dieses Tiermodells besteht in der auch möglichen Ausbildung einer HFrEF, weswegen 
es einer genauen echokardiographischen Differenzierung der beiden Entitäten bedarf  (Klotz 2006, 
Conceicao 2016).
5.3 HFpEF und endotheliale Dysfunktion
Eine endotheliale Dysfunktion ist in erster Linie definiert  als Einschränkung der Vasodilatation, 
meist  aufgrund  eines  Mangels  an  Stickstoffmonoxid  (Marti  2012).  Durch  den  Einsatz  von 
Acetylcholin  (ACh)  und  Natrium-Nitroprussid  (SNP)  erfolgte  in  der  vorliegenden  Studie  die 
Beurteilung  der  endothelabhängigen  sowie  der  endothelunabhängigen  vaskulären  Relaxations-
fähigkeit.  Im Ergebnis zeigen die herzinsuffizienten Tiere der Gruppe 2 sowohl eine signifikant 
schlechtere Dilatationsreaktion auf ACh, als auch auf SNP. Zudem bedurfte es zum Erreichen einer 
50%igen Relaxation signifikant höherer ACh- und SNP-Konzentrationen in der HFpEF-Gruppe. 
Dies lässt vermuten, dass die HFpEF mit einer gestörten Endothelfunktion assoziiert ist.
Der  erstmals  1991 von Kubo et  al.  beschriebene Zusammenhang  zwischen  gestörter  Endothel-
funktion  und  Entstehung  sowie  Progression  der  HFrEF  ist  bis  heute  eine  nachgewiesene  und 
allgemein  anerkannte  Tatsache  (Kubo  1991,  Schächinger  2000,  Perticone  2001).  Auch  konnte 
anhand  verschiedener  Studien  eine  Assoziation  zwischen  der  Schwere  von  Herzinsuffizienz-
symptomen und dem klinischen Outcome bei  HFrEF bestätigt  werden (Fischer  2005,  Akiyama 
2012).
Demgegenüber ist die Beteiligung einer endothelialen Dysfunktion an der Pathogenese der HFpEF 
noch weitgehend unbekannt  und wird in  der  Fachliteratur  kontrovers  diskutiert  (Hundley 2007, 
Borlaug 2010, Akiyama 2012,  Haykowsky 2013).
Einige auf die Endothelfunktion bei HFpEF eingehende Studien konnten keinen Zusammenhang zu 
einer  derartigen  Dysfunktion  nachweisen  (Hundley  2007,  Haykowsky  2013).  So  führten  z.B. 
Hundley  et  al.  eine  vergleichende  fahrradergometrische  Trainingsstudie  an  über  60-jährigen 
Probanden  durch,  darunter  11  Gesunde  sowie  9  HFpEF-  und  10  HFrEF-Erkrankte.  Die 
Untersuchung der Endothelfunktion erfolgte durch die gut etablierte, nicht-invasive FMD-Messung 
(fluss mediated dilatation) im Bereich der Femoralarterie. Diese Methode stellt gleichfalls einen 
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guten Indikator für die Beurteilung der Trainingskapazität dar. Im Ergebnis war bei den Erkrankten 
eine  stark  verminderte  VO2max zu  beobachten,  was  auf  eine  deutlich  eingeschränkte 
Trainingskapazität  sowohl  bei  HFrEF,  als  auch  bei  HFpEF  hindeutet.  Jedoch  war  die  FMD 
ausschließlich  in  der  HFrEF-Gruppe vermindert.  Die  FMD-Werte  der  HFpEF-Gruppe waren in 
etwa vergleichbar mit denen der altersgleichen gesunden Probanden. Zusammenfassend  konnten 
Hundley et  al.  zwar  eine  Störung der  Trainingskapazität  bei  HFpEF nachweisen,  jedoch keine 
Korrelation mit einer endothelialen Dysfunktion (Hundley 2007).
Ähnliche  Ergebnisse  liefern  auch  die  kürzlich  von  Haykowsky  et  al.  durchgeführten 
Untersuchungen. Dabei wurde ebenfalls mittels FMD-Messung im Bereich der A. brachialis die 
Endothelfunktion  an  66  HFpEF-Patienten  im  Vergleich  zu  16  jungen  und  31  alten  gesunden 
Probanden erforscht. Folgende drei Feststellungen konnten die Forscher machen: 1) Die VO2max ist 
bei HFpEF deutlich vermindert, im Gegensatz zu gleichaltrigen Gesunden. 2) Verglichen mit jungen 
gesunden  Probanden  ist  die  VO2max sowohl  bei  HFpEF  als  auch  bei  gesunden  alten  Personen 
reduziert. 3) Die FMD ist bei HFpEF und bei alten gesunden Probanden im Vergleich zu jungen 
Gesunden  eingeschränkt.  Diese  Ergebnisse  führen  zum  einem  zu  dem  Schluss,  dass  mit 
zunehmendem Alter die Trainingskapazität, aber auch die flussabhängige Vasodilatation abnimmt. 
Zum anderen bestätigen sie die Tatsache der eingeschränkten Trainingskapazität und einer gestörten 
Relaxationsfähigkeit bei HFpEF (Haykowsky 2013).
Neben den von Hundley et al. sowie Haykowsky et al. publizierten Ergebnissen, existieren jedoch 
auch  Veröffentlichungen,  welche  die  endotheliale  Dysfunktion  bei  HFpEF  nachweisen  können 
(Borlaug 2010, Akiyama 2012). So untersuchten beispielsweise Borlaug et al., im Rahmen einer 
Studie zur Erforschung der kardiovaskulären Reservefunktion, die Endothelfunktion. Dazu wählten 
sie 50 Probanden aus, davon 21 mit HFpEF, 19 ohne HFpEF aber mit Hypertonie und 10 Gesunde 
als  Kontrollgruppe.  Bei  allen wurde  nach  einem  fahrradergometrischen  Training  die 
Endothelfunktion  mit  Hilfe  der  PAT-Technik  (periphere  arterielle  Tonometrie)  und  durch  die 
Bestimmung des reaktiven Hyperämie-Indexes (RHI) ermittelt.  Dabei zeigte sich erstmalig eine 
Assoziation  zwischen  HFpEF  und  einer  gestörten  Endothelfunktion.  Auch  bei  der  als 
Hauptrisikofaktor  geltenden  Hypertonie  (Paulus  &  Tschöpe  2013)  konnte  im  Rahmen  dieser 
Untersuchungen eine gestörte Endothelfunktion detektiert werden (Borlaug 2010).
Ähnliche Ergebnisse liefert eine von Akiyama et al. durchgeführte prospektive Kohortenstudie an 
321 HFpEF-Patienten im Vergleich zu 173 Gesunden. Die ebenfalls mittels PAT und RHI bestimmte 
periphere  Endothelfunktion  zeigte  einen  hohen  signifikanten  Unterschied  zwischen  den  beiden 
Gruppen.  Außerdem  konnten  die  Autoren  eine  unabhängige  Korrelation  der  endothelialen 
Dysfunktion mit zukünftig auftretenden kardiovaskulären Ereignissen nachweisen (Akiyama 2012). 
Aufgrund  dieser  uneinheitlichen  Daten  kann  nicht  eindeutig  gesagt  werden,  ob  die  HFpEF  in 
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Zusammenhang  mit  einer  endothelialen  Dysfunktion  steht  oder  nicht.  Die  Ursachen  für  diese 
Diskrepanzen sind vielfältig und nicht genau geklärt. Ein möglicher Grund scheint die Anwendung 
unterschiedlicher Techniken zu sein (FMD vs. RHI/PAT). Allein die erstmals 1992 von Celermajer 
et al. beschriebene nicht-invasive Messung der FMD ist international nicht standardisiert und damit 
abhängig von unzähligen Faktoren (Celermajer 1992, Frick 2002). So ergibt z.B. die Messung der 
FMD in den Morgenstunden niedrigere Werte, als am Nachmittag. Zudem scheinen die aktuelle 
Raumtemperatur,  eingenommene  vasoaktive  Medikamente,  Rauchen,  Kaffee-  oder  Teekonsum, 
bestimmte  Nahrungsmittel,  der  weibliche  Menstruationszyklus,  Ruhephasen  vor  Beginn  der 
Untersuchung oder die zur Auswertung verwendete Software eine entscheidende Rolle für die Höhe 
der ermittelten FMD-Werte zu spielen (Frick 2002). Auch der individuelle Brachialisdurchmesser 
bedingt die unterschiedlichen Messwerte. So kann es bei Personen mit einem Durchmesser >5mm 
zu  verminderten  FMD-Werten  kommen,  bei  eigentlich  normaler  Endothelfunktion.  Im 
Umkehrschluss  können  sich  bei  einem  niedrigen  Durchmesser  von  <2,5mm,  bei  gestörter 
Endothelfunktion,  trotzdem hohe  FMD Werte  ergeben  (Celermajer  1992,  Frick  2002).  Weitere 
beeinflussende Faktoren sind die Auswahl des Ultraschallkopfes (7,5-10Mhz vs. 10-13Mhz), die 
Höhe der suprasystolischen Stauung und deren Dauer, die Lokalisation der Blutdruckmanschette 
und damit des Messortes (brachial, radial, ulnar, femoral) sowie die korrekte enddiastolische, EKG-
getriggerte Messung zur R-Zacke (Frick 2002). 
Auch  die  PAT-Technik  unterliegt  einigen  Störfaktoren.  Jedoch  ist  durch  die  Anwendung  einer 
einheitlichen Software die sogenannte Interobservervariabilität deutlich geringer als bei der FMD-
Methode. Aufgrund höherer Kosten kommt sie dennoch seltener zum Einsatz als die FMD- Technik 
(Süssenbacher 2012).
Ein anderer möglicher Grund für die gegensätzlichen publizierten Forschungsdaten könnte der von 
Lam et al. beschriebene entscheidende Unterschied zwischen der japanischen und der westlichen 
HFpEF-Population sein (Lam & Brutsaert 2012).
Die mit Hilfe des hypertensiven Rattenmodells gewonnenen Ergebnisse der vorliegenden Studie 
bestätigen die von Akiyama et al. sowie Borlaug et al. publizierten Resultate. Auf der Grundlage der 
eingeschränkten  vasodilatierenden Reaktion  auf  ACh und SNP in  den HFpEF-Gruppen konnte, 
neben  der  endothelabhängigen,  auch  eine  endothelunabhängige  Funktionsstörung  nachgewiesen 
werden.
Acetylcholin ist eine auch physiologisch vorkommende Substanz, welche über den Gq-gekoppelten 
M3-Rezeptor ausschließlich an intakte Endothelzellen bindet und über die Stimulation der PLC-β 
(phosphatidylinositolspezifische  Phosphatase  C beta)  eine  vermehrte  NO-Freisetzung und damit 
Vasodilatation bewirkt. Ist diese Zellschicht jedoch geschädigt, kommt es, aufgrund der direkten 
Wirkung von ACh auf die glatte Gefäßmuskulatur, zur Vasokonstriktion (Süssenbacher 2012). 
49
5. Diskussion
Interessanterweise zeigt die immunhistochemische Anfärbung der aortalen Endothelzellen keinen 
signifikanten Unterschied zwischen den drei Gruppen. Demnach scheint die Endothelzelldeckung 
bei HFpEF unbeeinträchtigt zu sein, bei gleichzeitig verminderter Reaktion auf ACh. Anhand des 
hypertensiven Modells konnte in der vorliegenden Studie erstmalig diese gestörte ACh-vermittelte 
Vasodilatation und damit eine Störung der endothelabhängigen Funktion bei HFpEF nachgewiesen 
werden. Diese Ergebnisse sind im weitesten Sinne vergleichbar mit einigen publizierten Studien, 
bei denen ein Zusammenhang zwischen Hypertonie, als dem wichtigsten Risikofaktor bei HFpEF, 
und einer gestörten endothelabhängigen Vasodilatation an Aortenringen gezeigt wurde (Vilskersts 
2011, Yu 2012, Zhou 2014).
Weitere  interessante  Erkenntnisse  liefern  die  mittels  Natrium-Nitroprussid  durchgeführten 
Versuche. Diese als NO-Donor bekannte Substanz ist in der Lage über einen direkten Einfluss auf 
die  glatte  Gefäßmuskulatur  eine  Vasodilatation  zu  induzieren.  Damit  ist  sie  gut  einsetzbar  zur 
Erforschung der endothelunabhängigen Relaxation. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen 
eine  verminderte  Reaktion  der  Gefäßmuskelzellen  auf  SNP  und  lassen  damit,  neben  der 
endothelabhängigen  Störung,  auch  auf  eine  Beeinträchtigung  der  endothelunabhängigen 
Vasodilatation schließen. Im Gegensatz dazu war bei einigen mit HFrEF-Patienten bzw. -Tieren 
durchgeführten Studien die SNP-induzierte Relaxation nicht beeinträchtigt (Takeshita 1996, Schäfer 
2011). Dies bestätigt die Annahme, dass es sich bei HFpEF und HFrEF wahrscheinlich um zwei 
verschiedene  Entitäten  mit  unterschiedlicher  Pathophysiologie  handelt  (Ouzounian  2008, 
Komamura 2013).
Zusammenfassend  lässt  sich  sagen,  dass  die  Anwendung  des  hypertensiven  Rattenmodells  zur 
Ausbildung  einer  endothelabhängigen  sowie  einer  endothelunabhängigen  Funktionsstörung  bei 
HFpEF führt. Dadurch lassen sich die beobachteten Herzinsuffizienz-typischen Symptome und die 
nachgewiesene Trainingsintoleranz adäquat erklären.
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5.4 Molekulare Mechanismen der Endothelialen Dysfunktion bei HFpEF
Die endotheliale Dysfunktion ist definiert durch eine Reduktion der physiologischen Funktionen. 
Auf Grundlage  durchgeführter  klinischer  Studien  und anhand von Tiermodellen  konnte  gezeigt 
werden,  dass  ein  Mangel  des  eNOS-abhängigen  NO  dabei  von  zentraler  Bedeutung  ist, 
erwiesenermaßen auch bei  der Entstehung einer  HFrEF (Tesauro 2000, Antoniades 2006, Marti 
2012). Als wichtigster Regulator des Gefäßmuskeltonus führt die verminderte NO-Bioverfügbarkeit 
zu  einer  gestörten  Vasodilatation  und  in  dessen  Folge  zu  den  Herzinsuffizienz-typischen 
Symptomen wie  Trainingsintoleranz  und Fatique  (Gielen  2011, Adams 2017).  Zudem wird der 
endothelialen Dysfunktion bei HFrEF ein entscheidender Einfluss auf die Schwere der Erkrankung 
und deren klinisches Outcome zugeschrieben (Schächinger 2000,  Fischer 2005,  AlZadjali 2009). 
Auch  trägt  sie  zur  Entstehung  und  Progression  der  arteriellen  Hypertonie  bei,  welche  als 
Hauptrisikofaktor sowohl der HFrEF, als auch der HFpEF bekannt ist (Yu 2012, Paulus & Tschöpe 
2013).
Ist  man  sich  in  der  Forschung  über  die  Beteiligung  der  endothelialen  Dysfunktion  an  der 
Pathogenese  der  HFrEF  einig, wird  dies  für  die  HFpEF  aktuell  kontrovers  diskutiert.  Bisher 
existieren kaum Untersuchungen über die molekularen Veränderungen dieser Störung. Dies liegt 
zum einen daran, dass es sehr aufwendig und schwierig ist, betroffenen Patienten myokardiales oder 
vaskuläres  Gewebe  zu  entnehmen.  Zum  anderen  mangelt  es  an  Tiermodellen,  welche  die 
Erkrankung in all ihren Facetten adäquat abbilden (Redfield 2004). 
Aufgrund der steigenden Prävalenz sowie hoher Mortalitäts- und Morbiditätsraten, aber auch aus 
Mangel  an effektiven Therapieoptionen bei  HFpEF ist  es  dringend notwendig,  die  molekularen 
Veränderungen dieser Erkrankung genauer zu untersuchen und zu verstehen. Deshalb ist es das 
grundlegende  Ziel  der  durchgeführten  Studie,  einen  Beitrag  zum  besseren  Verständnis  der 
Erkrankung HFpEF zu leisten. 
Wie bereits erwähnt, konnte in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des hypertensiven Rattenmodells 
sowohl  eine  Einschränkung  der  endothelabhängigen,  als  auch  der  endothelunabhängigen 
Vasodilatation bei HFpEF nachgewiesen werden. Diese Störung geht einerseits mit einer signifikant 
verminderten eNOS-Expression, einer Erhöhung der MMP-2- und MMP-9-Enzymaktivitäten und 
einer Zunahme AGE-modifizierter Proteine einher. Andererseits zeigen die vorliegenden Ergebnisse 
keinen  signifikanten  Unterschied  der  aortalen  Endothelzelldeckung  und  der  Expression  der 




5.4.1 Expression der eNOS
Das eNOS-abhängig gebildete Stickstoffmonoxid gilt allgemein als die zentrale Substanz bei der 
Regulation  des  Gefäßtonus (Furchgott  & Zawadski  1980).  Diese  Tatsache  wird bestätigt  durch 
verschiedene klinische Studien und Tiermodelle (Tesauro 2000, Antoniades 2006).
Wie  sich  die  eNOS bzw.  die  NO-Bioverfügbarkeit  bei  HFpEF verändert,  ist  bisher  nur  wenig 
erforscht,  wahrscheinlich  aufgrund  mangelnder  Tierstudien.  Demzufolge  ist  es  ein  zentrales 
Anliegen  dieser  Arbeit,  das  Verhalten  der  eNOS  bei  HFpEF  im  hypertensiven  Tiermodell  zu 
untersuchen. 
Das Ergebnis der quantitativen eNOS-Bestimmung mittels Western Blot zeigt im Vergleich zu den 
gesunden Kontrolltieren eine signifikant verminderte eNOS-Expression um 46% in der HFpEF-
Gruppe. Diese Daten korrelieren mit einer ebenfalls an Dahl-SS-Ratten durchgeführten Studie von 
Yu et  al.  zum Einfluss einer Knochenmarktransplantation auf die Endothelfunktion.  Auch diese 
salzreich ernährten Tiere zeigten eine Abnahme der eNOS-Expression um 40% (Yu 2012).
Aufgrund der kurzen Halbwertszeit von etwa 2-3s im Plasma konnte das NO in der vorliegenden 
Studie nicht direkt bestimmt werden (Hakim 1996). Jedoch lässt sich anhand der reduzierten eNOS-
Expression auf eine verminderte NO-Synthese schließen und bietet damit eine weitere Erklärung für 
die ebenfalls nachgewiesene endothelabhängige Vasodilatationsstörung.
Diese Erkenntnis  wird zudem bekräftigt  durch die  gleichfalls  ermittelte  signifikant  verminderte 
Relaxationsreaktion  auf  Acetylcholin.  Um  eine  50%ige  Vasodilatation  der  HFpEF-Aorten  zu 
erreichen, bedurfte es einer deutlich höheren ACh-Konzentration (1164  ±  302nmol/l), verglichen 
mit den gesunden Kontrolltieren (230 ± 44nmol/l). 
Ähnliche  Ergebnisse  zeigt  eine  von Spradley et  al.  durchgeführte  Studie  anhand eines  anderen 
Tiermodells mit Herzinsuffizienz. Dabei konnte bei den 5/6-nephrektomierten Sprague-Ratten eine 
verminderte  ACh-abhängige  vasodilatierende  Reaktion  im  Vergleich  zu  den  Sham-Tieren 
nachgewiesen werden und damit eine Störung der endothelabhängigen Funktion. Jedoch zeigte sich 
die Endotheldysfunktion nur in der Aorta und nicht in den peripheren Arterien (Spradley 2013).
Furchgott  und  Zawadski  stellten  bereits  1980  fest,  dass  ACh  nicht  direkt  auf  die  glatten 
Gefäßmuskelzellen  wirkt,  sondern  auf  ein  intaktes  Endothel  mit  spezifischen  Rezeptoren 
angewiesen ist (Furchgott & Zawadski 1980). 
Eine interessante Entdeckung in diesem Zusammenhang bietet die vorliegende Untersuchung der 
Endothelzelldeckung  im  hypertensiven  Tiermodell.  Dabei  zeigt  sich  in  allen  3  Gruppen  ein 
Deckungsgrad um 70% und demnach kein Hinweis auf eine Zerstörung dieser Zellschicht. Weder 
die reduzierte eNOS-Expression, noch die verminderte dilatierende Reaktion auf ACh lassen sich 
demzufolge auf eine gestörte Endothelzellschicht zurückführen. 
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es im hypertensiven Rattenmodell  bei HFpEF zu einer 
Störung der endothelabhängigen Funktion kommt, die assoziiert ist mit einer verminderten eNOS-
Expression sowie einer eingeschränkten Reaktion auf ACh. Diese Tatsache liefert eine Erklärung 
für die bei HFpEF typischerweise auftretende Trainingsintoleranz. Die Synthese des NO ist jedoch 
extrem komplex und von vielen Faktoren abhängig. So spielen neben den Scherkräften und  der 
Menge an L-Arginin auch verschiedene Cofaktoren wie beispielsweise CaM, BH4, FAD und FMN 
eine Rolle (Alderton 2001, Fleming & Busse 2003, Förstermann 2006).  Anhand des verwendeten 
Modells kann bestätigt werden, dass die eNOS-Expression bei HFpEF vermindert ist. Jedoch lässt 
sich mit der vorliegenden Studie die genaue Ursache der verminderten eNOS-Expression bzw. der 
NO-Bioverfügbarkeit  nicht  eruieren  und  muss  einen  weiteren  Schwerpunkt  der  Forschung 
darstellen.
5.4.2 Oxidativer Stress und NADPH-Oxidase gp91phox
Der  Oxidative  Stress  ist  ein  durch  die  übermäßige  Bildung  von  Reaktiven  Sauerstoffspezies 
definierter Zustand. Nach Angaben von Paulus und Tschöpe stellt er einen der wichtigsten Auslöser 
der endothelialen Dysfunktion im Rahmen der HFpEF dar (Paulus & Tschöpe 2013). Dabei gilt die 
NADPH-Oxidase als das zentrale ROS-bildende Enzym (Sandri 2009). 
In den durchgeführten Experimenten erfolgte die quantitative Bestimmung der gp91phox  (NOX2), 
einem vaskulär exprimierten Isoenzym der NADPH-Oxidase. Anhand der gewonnenen Daten lässt 
sich  kein  signifikanter  Unterschied  in  der  Expression  zwischen  den  HFpEF-Ratten und  den 
gesunden Kontrolltieren im hypertensiven Modell nachweisen. 
Diese Ergebnisse stehen in Kontrast zu den von Heymes et al. sowie Maack et al. nachgewiesenen 
erhöhten NADPH-Oxidase-Aktivitäten bei Herzinsuffizienz. Jedoch erfolgte in ihren Studien keine 
Unterscheidung zwischen HFpEF und HFrEF (Heymes 2003, Maack 2003). Auch die von Paulus 
und  Tschöpe  beschriebene  vermehrte  NADPH-abhängige  ROS-Produktion  innerhalb  der 
Endothelzellen lässt sich anhand des hypertensiven Tiermodells nicht bestätigen (Paulus & Tschöpe 
2013). 
Die gewonnenen Daten schließen jedoch einen erhöhten oxidativen Stress bei HFpEF nicht aus, da 
dieser auch durch andere Faktoren begünstigt werden kann. So sind neben der NADPH-Oxidase 
weitere  Enzyme wie z.B.  Xanthin-Oxidase,  Myeloperoxidase,  Cyclooxygenase,  Glukoseoxidase, 
Lipooxygenase, Hämoxygenase oder Enzyme der Atmungskette in der Lage ROS zu bilden (Sandri 
2009). 
Auch eine Störung auf mitochondrialer Ebene oder die durch eNOS selbst initiierte Produktion von 
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ROS  erzeugen  oxidativen  Stress.  Dieser  als  eNOS-Entkopplung  bezeichnete  Zustand  ist  unter 
anderem von einem Mangel an BH4, L-Arginin oder Hitzeschockprotein Hsp-90 sowie erhöhten 
ADMA-Spiegeln und einer Physphorylierung des Threonin-495 abhängig. Die eNOS-Entkopplung 
führt  zur bevorzugten Bildung von Superoxiden anstelle des NO, welche dann wiederum durch 
Bindung an NO dieses inaktivieren kann (Hua & Harrison 2000, Förstermann 2006, Schuler 2013). 
Die  im  Rahmen  der  Hypertonie  unter  anderem  von  Hua  und  Harrison  beschriebene  eNOS-
Entkopplung  könnte  demnach,  aufgrund  ihrer  Bedeutung  als  Hauptrisikofaktor,  auch  für  die 
Pathogenese  der  HFpEF  von  Bedeutung  sein  (Hua  &  Harrison  2000).  Dieser  mit  hoher 
Wahrscheinlichkeit  bei  HFpEF  ablaufende  Mechanismus  wurde  von  Yamamoto  et  al.  in  einer 
kürzlich erfolgten japanischen Studie (J-DHF) ebenfalls publiziert (Yamamoto 2013). Anhand der 
hier vorliegenden Studie ist  es jedoch nicht gelungen, die eNOS-Entkopplung im hypertensiven 
Rattenmodell zu bestätigen. 
Auch  die  von  Paulus  und  Tschöpe  beschriebene  direkte Erhöhung  von  ROS  durch  bestimmte 
Komorbiditäten, wie beispielsweise Hypertonie, bietet eine mögliche Erklärung für den bei HFpEF 
auftretenden vermehrten oxidativen Stress (Paulus & Tschöpe 2013).
Ein weiterer Mechanismus, der zur gesteigerten Bildung von ROS und damit oxidativem Stress 
führt, scheint nach Angaben verschiedener Forscher das Vorliegen von AGEs und deren Bindung an 
den RAGE-Rezeptor zu sein (Zieman 2005, Jandeleit-Dahm & Cooper 2008, Choi 2009). Demnach 
kann davon ausgegangen werden, dass bei vermehrter AGE-Ablagerung auch der oxidative Stress 
gesteigert ist. 
Die in der vorliegenden Studie mittels Western Blot quantitativ bestimmten aortalen AGEs sind bei 
den  HFpEF-Ratten  im  Vergleich  zu  den  gesunden  Tieren  signifikant  erhöht.  Da  bei  den 
Experimenten in Bezug auf den oxidativen Stress ausschließlich die NOX2 betrachtet wird, lässt 
sich anhand der gewonnen Daten keine genaue Aussage über das Vorliegen einer erhöhten ROS- 
Produktion infolge von AGEs treffen. Jedoch könnten die nachgewiesenen erhöhten AGE-Spiegel 
bei HFpEF eine mögliche Erklärung für den unter anderem von Paulus und Tschöpe beschriebenen 
oxidativen Stress bei HFpEF liefern (Paulus & Tschöpe 2013). Zur expliziten Klärung dieser Frage 




5.4.3 Die Rolle der Matrixmetalloproteinasen
Die  HFpEF  ist  die  Folge  eines  extrem  komplexen  und  bisher  nur  wenig  verstandenen 
Pathomechanismus.  Paulus  und  Tschöpe  beschreiben  vereinfacht  die  Beteiligung  zweier 
wesentlicher  Komponenten:  1)  die  endotheliale  Dysfunktion  mit  der  folglich  eingeschränkten 
Vasodilatation und 2) eine diastolische Dysfunktion, wobei letztere einigen anderen Autoren zufolge 
nicht  zwangsläufig Bestandteil  der Pathogenese ist  (Burkhoff 2003, He 2004, Maurer 2004a & 
2004b, Maurer 2005, Paulus & Tschöpe 2013).  Neben Inflammation,  Ischämie,  neurohumeraler 
Aktivierung oder  Crosslinking wurde  als  Ursache der  diastolischen Funktionsstörung auch eine 
vermehrte  myokardiale  Kollageneinlagerung nachgewiesen,  welche in  der  Konsequenz zu einer 
erhöhten Versteifung führt (Borbely 2005 & 2009, Borlaug 2010, Kasner 2011, Paulus & Tschöpe 
2013). Geht man davon aus, dass die HFpEF eine Systemerkrankung ist, könnte eine verstärkte 
Kollageneinlagerung auch das Gefäßsystem betreffen und so, neben dem NO-Mangel, eine weitere 
mögliche Erklärung für die nachgewiesene beeinträchtigte Vasodilatation sein.  Um dieser Frage 
nachzugehen, wurden in der vorliegenden Studie die für den extrazellulären Kollagenstoffwechsel 
wichtigen Matrixmetalloproteinasen-2 und -9 zymographisch untersucht.
Die  erstmals  1962,  anhand  der  Morphogenese  von  Kaulquappen  (Gross  &  Lapiere  1962), 
identifizierten MMPs bilden eine Gruppe von zinkabhängigen Endopeptidasen, welche ubiquitär in 
der EZM vorkommen (Nagase & Woessner 1999, Sternlicht & Werb 2001). Neben Fibroblasten, 
Entzündungs-  und  Epithelzellen,  sind  die  Endothelzellen  ebenso  in  der  Lage  MMPs  zu 
synthetisieren (Mori 1995). Demnach könnte eine Störung der Endothelfunktion auch die Bildung 
und damit die Aktivtiät dieser Enzyme beeinflussen. 
Für die durchgeführten Experimente wurden ausschließlich die MMP-2 und MMP-9 (Gelatinasen) 
zymographisch untersucht. Die Auswahl erfolgte aufgrund ihrer besonderen Fähigkeit zum Abbau 
von denaturiertem Kollagen (Gelatine),  weswegen sie  gut  für  den  Einsatz  in  der  Zymographie 
geeignet sind (Visse & Nagase 2003). Daneben ist die MMP-2 in der Lage, Kollagen vom Typ I-III 
(Aimes &  Quigley 1995, Patterson 2001) sowie vom Typ IV, V, VII, X und XI zu spalten. Die 
MMP-9 kann zusätzlich Kollagen Typ IV und V denaturieren (Birkedal-Hansen 1993). 
Elastin, als Hauptbestandteil der aortalen EZM und bedeutendes Substrat der Gelatinasen, kann als 
weiterer Grund zur Untersuchung dieser Proteinasen genannt werden.  Ist der Abbau von Elastin 
gesteigert,  bedingt  dies  eine  vermehrte  Steifigkeit  der  Gefäßwand  und  letztlich  eine 
Beeinträchtigung der Vasodilatation (Wallace 2007). Zudem erhöht sich in der Folge der vaskuläre 
Druckpuls und damit der auf das Endothel wirkende Scherstress, was wiederrum neben kardialem 




Eine generelle Beteiligung der Gelatinasen am vaskulären Remodeling scheint unumstritten und 
wurde von verschiedenen Forschern bestätigt (Bendeck 1994, Gibbons & Dzau 1994, Godin 2000). 
So konnten z.B. Godin et al. einen Zusammenhang zwischen dem Gefäßwandumbau und erhöhter 
MMP-Expression  in  der  A.  carotis  von  Mäusen  im  Rahmen  einer  Arteriosklerose  nachweisen 
(Godin 2000). Ähnliche Daten liefert ein Forscherteam um Longo et al. anhand einer Studie zur 
Erforschung  von  abdominellen  Aortenaneurysmen.  Dabei  zeigte  sich  im  Ergebnis  ebenso  eine 
Assoziation  zwischen  erhöhter  MMP-2-  bzw.  MMP-9-Aktivität  und  der  Zerstörung  elastischer 
Fasern (Longo 2002). Auch im Rahmen der als Hauptrisikofaktor beschriebenen Hypertonie oder 
bei Diabetes mellitus ist dieser Mechanismus bereits bekannt (Greenwald 2007). 
Bei Untersuchungen zur Herzinsuffizienz wurden einige Daten bezüglich der MMP-Veränderungen 
veröffentlicht,  wobei  diese keine gezielte  Betrachtung der  HFpEF fokussieren (Spinale  1998 & 
2002, Reinhardt 2002, Yan 2006). Im Rahmen der HFpEF wird die MMP-2 beispielsweise aktuell  
als  frühzeitiger  diagnostischer  Marker  des  kollagenen  Umbaus  diskutiert  (Martos  2009).  Zur 
Abschätzung  des  Riskios  für  asymptomatische,  hypertensive  Patienten  an  einer  HFpEF  zu 
erkranken, gewinnt die Bestimmung der MMP-9-Aktivität zudem an Bedeutung (Collier 2011). 
Welchen Beitrag jedoch die Gelatinasen zur gestörten Vasodilatation bei HFpEF leisten, ist bisher 
nicht genau bekannt und wurde deshalb als wesentliches Ziel dieser Arbeit mit eingeschlossen. Die 
Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen sowohl eine signifikante Aktivitätserhöhung der MMP-2 
um  183%,  als  auch  der  MMP-9  um  68%  bei  den  HFpEF-Tieren,  im  Vergleich  zu  gesunden 
Kontrolltieren. 
Die gewonnenen Daten sind in  etwa vergleichbar  mit  einer  von Marshall  et  al.  durchgeführten 
Trainingsstudie  an  Schweinen.  Dabei  zeigen  die  an  HFpEF  erkrankten  Tiere  eine  gesteigerte 
myokardiale  Fibrose,  welche  mit  einer  signifikanten  Zunahme  der  MMP-2-Aktivtiät  korreliert, 
jedoch  nicht  mit  der  MMP-9-Aktivität.  Zudem  wurden  auch  von  diesem  Forscherteam  keine 
Untersuchungen der Gefäßwand durchgeführt (Marshall 2013).
Insgesamt ist, anhand der in der vorliegenden Studie nachgewiesenen erhöhten MMP-Aktivitäten 
und deren beschriebenen Eigenschaften, zum einen auf einen gesteigerten Elastinabbau und zum 
anderen auf eine vermehrte  Kollageneinlagerung bei HFpEF zu schließen. Das damit verbundene 
vaskuläre  Remodeling  führt,  aufgrund  der  Fibrosierung,  zu  einer  pathologischen  Gefäßwand-
versteifung.  Dieser  Prozess  ist  eine mögliche  Erklärung  für  die  in  der  vorliegenden  Studie 
ermittelte  Störung  der  endothelunabhängigen  Vasodilatation.  Zudem wird  diese  Annahme  auch 
durch  die  nachgewiesene verminderte  Kontraktionsfähigkeit  der  HFpEF-Ratten  auf  KCl,  im 
Vergleich zu gesunden Tieren, bestätigt. Allerdings muss auch gesagt werden, dass womöglich eine 
Reihe weiterer Faktoren,  welche in der vorliegenden Studie keine Berücksichtigung fanden, die 
arterielle Steifigkeit bei HFpEF beeinflussen und weiterer Erforschung bedürfen.
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5.4.4 Einfluss AGE-modifizierter Proteine auf die Endothelfunktion
Die in den vorliegenden Versuchen nachgewiesene endothelunabhängige Vasodilatationsstörung bei 
HFpEF begründet sich wahrscheinlich unter anderem auf die von Kitzman et al.  nachgewiesene 
vermehrte arterielle Steifigkeit, welche in der Folge zur Einschränkung der Trainingskapazität führt. 
In ihrer Versuchsreihe konnten die Forscher an 69 HFpEF-Patienten, die älter als 60 Jahre waren, 
eine deutlich reduzierte Dehnbarkeit sowie eine vermehrte Steifigkeit der A. carotis beobachten, im 
Vergleich  zu  gesunden  jüngeren  und  älteren  Probanden  (Kitzman  2013b).  Eine  andere  Studie 
beschreibt  einen  Zusammenhang  zwischen  AGE-Expression  und  zunehmender  arterieller 
Versteifung bei Diabetes mellitus (Sims 1996). Diese Tatsache wird ebenfalls bestätigt durch ein 
Forscherteam um Nass et  al.,  welche im Rahmen ihrer  Studie erhöhte aortale  AGE-Spiegel,  in 
Abhängigkeit  von  Diabestes  mellitus,  aber  auch  von  zunehmendem  Lebensalter,  nachweisen 
konnten (Nass 2007). Ebenso berichtet Brownlee, dass ein erhöhter Blutglukosespiegel zur Bildung 
und Akkumulation von AGEs führt (Brownlee 1995). Aufgrund dieser Daten sowie der von Smit et 
al. nachgewiesenen erhöhten AGE-Spiegel im Rahmen einer chronischen Herzinsuffizienz, ist es 
naheliegend, dass die vermehrte Ablagerung von AGEs auch in der Pathogenese der HFpEF eine 
wichtige Rolle spielen könnte und neben der erhöhten MMP-Aktivität eine mögliche Erklärung für 
die gestörte Vasodilatation bei dieser Erkrankung ist (Smit 2008). 
Die Bestimmung der AGEs in der vorliegenden Studie mittels Western Blot zeigt im Ergebnis eine 
signifikante  Zunahme  dieser  um  126%  bei  den  HFpEF-Tieren,  im  Vergleich  zur  gesunden 
Kontrollgruppe. Zudem erbrachte die immunhistochemische Anfärbung überraschenderweise den 
Nachweis von AGEs in allen drei Gefäßwandschichten (Intima, Media, Adventitia). 
Bisher existieren keine differenzierten Daten über den Einfluss von AGEs auf die Pathogenese der 
HFpEF.  Es  ist  lediglich  bekannt,  dass  eine  vermehrte  Ablagerung  dieser  Verbindungen  im 
myokardialen  Gewebe,  aufgrund  der  Ausbildung  von  Crosslinks,  eine  diastolische  Dysfunktion 
hervorrufen kann (Willemsen 2011). Dieser Zusammenhang wird von verschiedenen Forschern als 
wahrscheinlich angesehen (Zieman 2004). 
Ein Forscherteam um Petrova et al. konnte zudem bei Untersuchungen an Mäusen nachweisen, dass 
eine  übermäßige  Aktivierung  von  RAGE  den  myokardialen  Kalziumstoffwechsel  negativ 
beeinflusst und so eine Störung der diastolischen Funktion begünstigt (Petrova 2002). 
Die  in  der  vorliegenden Studie ermittelten  erhöhten  AGE-Werte bei  den HFpEF-Tieren  führen, 
aufgrund  des  systemischen  Effekts  der  HFpEF,  zu  der  Annahme,  dass  Crosslinking  auch  auf 
vaskulärer Ebene zu vermehrter Steifigkeit führt.  Damit liefert die Studie eine weitere mögliche 




Es  ist  zudem  naheliegend,  dass  AGEs  die  Funktionsweise  des  Endothels  auch  direkt negativ 
beeinflussen. So konnten Vlassara et. al schon 1992 bei Untersuchungen an Hasen, aufgrund einer 
vermehrten aortalen AGE-Akkumulation, eine Zunahme der Permeabilität und der Migration von 
mononukleären  Zellen,  aber  auch eine  Einschränkung  der  Endothelfunktion,  feststellen.  Zudem 
zeigen  die  Ergebnisse  dieser  Studie  eine  Beeinträchtigung  der  ACh-abhängigen  Vasodilatation 
(Vlassara  1992).  Diese  Beobachungen  könnten  auch  im  hypertensiven  Tiermodell  als  weitere 
mögliche  Erklärung  der  bei  HFpEF  nachgewiesenen  endothelabhängigen  und  -unabhängigen 
Vasodilatationsstörung fungieren, zumal AGEs einen negativen Effekt auf die Bioverfügbarkeit von 
NO haben und damit den Prozess der endothelialen Dysfunktion auch über diesen Mechanismus 
beeinflussen (Zieman 2005). 
Aufgrund  der  gewonnenen  Daten  liegt  die  Vermutung  nahe,  dass  die  vermehrte  aortale  AGE-
Ablagerung  einen  wesentlichen  Beitrag  vor  allem  zur  endothelunabhängigen,  aber  auch  zur 
endothelabhängigen  Vasodilatationsstörung  bei  HFpEF  leistet.  Welcher  Mechanismus  dabei 
vorrangig ist, kann anhand dieses Modells nicht abschließend geklärt werden und bedarf weiterer 
Klärung.
5.5 Einfluss von HIT auf die endotheliale Dysfunktion 
Das körperliche Training ist ein schon längst anerkannter und gut etablierter Standard zur Therapie 
der HFrEF (Pina 2003). Eine von Hambrecht et al. durchgeführte Studie zeigt die positiven Effekte 
des Trainings bei diesen Patienten.  Nach einem Ergometrietraining von 6 Monaten konnte eine 
deutliche  Verbesserung  der  endothelabhängigen  Blutflussregulation,  der  VO2max sowie  der 
Trainingstoleranz  beobachtet  werden  (Hambrecht  1998).  Jedoch  variiert  das  empfohlene 
Trainingsregime  in  der  Literatur  stark  zwischen  niedrigem  bis  moderatem  Training  und  der 
Durchführung von Intervallen unterschiedlicher Intensität (Pina 2003). 
Im  Gegensatz  zur  HFrEF  kommt  bei  HFpEF  diese  Behandlungsoption  bisher  nur  selten  zum 
Einsatz, womöglich aufgrund mangelnder Forschungsergebnisse. Derzeit existiert nur eine kleine 
Anzahl  von Studien,  in  denen eine Verbesserung der  Trainingskapazität  und der  Lebensqualität 
durch  körperliches  Training  bei  Patienten  mit  HFpEF beobachtet  werden konnte.  Dabei  legten 
lediglich  Angadi  et  al.  und  Kitzmann  et  al.  ein  Augenmerk  auf  die  Untersuchung  der 
Endothelfunktion (Gary 2004, Kitzmann 2010, Edelmann 2011, Alves 2012, Smart 2012, Kitzmann 
2013a, Angadi 2015). Aufgrund der Tatsache mangelnder adäquater Therapieoptionen bei HFpEF 
könnte  das  körperliche  Training  jedoch  eine  sehr  effektive  alternative  Behandlungmöglichkeit 
darstellen und wird daher in der vorliegenden Studie näher beleuchtet.
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In diesem Zusammenhang stellt  sich  außerdem die Frage nach der optimalen Trainingsform bei 
HFpEF. Da bisher diesbezüglich kaum Daten veröffentlicht wurden, propagieren einige Autoren als 
allgemeine Richtlinie bei Herzerkrankungen ein moderates Ausdauertraining (Halle & Hambrecht 
2016). Die Ergebnisse einer von Angadi et al. durchgeführten Untersuchung mit HFpEF-Patienten 
deuten jedoch darauf hin, dass das HIT im Vergleich zu einem moderaten Ausdauertraining (MCT) 
deutlich  positivere  Effekte  erzielt.  So  kommt  es  zur  Verbesserung  der  VO2max sowie  der 
diastolischen Dysfunktion. Demnach stellt das HIT wahrscheinlich die effektivere Trainingsform 
bei HFpEF dar (Angadi 2015). Diese Entdeckung können die Forscher um Wisloff et al. anhand 
einer  durchgeführten  Laufband-Studie  bei  Patienten  mit  Herzinsuffizienz  bestätigen.  Auch  ihre 
Versuche  zeigen,  dass  das  HIT  im  Gegensatz  zum  MCT  zu  einer  Verbesserung  der 
Leistungsfähigkeit und verschiedener LV Parameter führt. Jedoch ist anzumerken, dass in dieser 
Untersuchung keine explizite Differenzierung zwischen HFpEF und HFrEF erfolgte und damit nur 
eine Aussage zur Herzinsuffizienz allgemein gemacht werden kann (Wisloff 2007). Ein weiterer 
Vorteil des HIT im Vergleich zu einem MCT scheint die effektivere Behandlung der zur HFpEF 
führenden kardiovaskulären Risikofaktoren zu sein (Halle & Hambrecht 2016). 
In  der  Zusammenschau  dieser  Daten  fiel  in  der  vorliegenden  Studie  die  Entscheidung  zur 
Durchführung eines HIT im hypertensiven Rattenmodell. Da bisher nicht genau bekannt ist wie sich 
diese Trainingsform im Rahmen der HFpEF speziell auf die Endothelfunktion auswirkt, war es ein 
Anliegen dieser Arbeit, dies näher zu untersuchen. Eine kürzlich durchgeführte Studie an Patienten 
mit  Koronarer  Herzkrankheit  konnte  nach  Durchführung  eines  Trainings  die  Verbesserung  der 
Endothelfunktion  aufzeigen,  was  möglicherweise  auch  bei  HFpEF  beobachtet  werden  könnte 
(Moholdt 2012, Currie 2013). 
Die  Ergebnisse  der  vorliegenden  Studie  zeigen  eindrucksvoll  eine  verbesserte  ACh-  und  SNP-
abhängige  vaskuläre  Relaxationsfähigkeit  in  der  HFpEF+HIT-Gruppe,  im  Vergleich  zu  den 
untrainierten HFpEF-Tieren und der gesunden Kontrollgruppe. Dies führt zu dem Schluss, dass HIT 
im hypertensiven Rattenmodell einen positiven Effekt sowohl auf die endothelabhängige, als auch 
auf die endothelunabhängige Vasodilatation hat. 
Damit bestätigt sich zwar die von einigen Forschern publizierte Verbesserung der Endothelfunktion 
durch HIT,  allerdings wurden bei  diesen Studien keine direkten Untersuchungen des Endothels 
durchgeführt  (Hornig  1996,  Katz  1997,  Hambrecht  1998,  Walther  2004,  Wisloff  2007).  Die 
wenigen Versuchsreihen, welche die Endothelfunktion  direkt ermittelt haben, sind mit den in der 
vorliegenden  Studie  gewonnenen  Daten  nicht  in  Einklang  zu  bringen (Kitzman 2013a,  Angadi 
2015). So zeigt eine von Kitzman et al. durchgeführte 16-wöchige Trainingsstudie mit 63 HFpEF-
Patienten zwar eine Verbesserung der VO2max, jedoch nicht der endothelialen Dysfunktion und der 
arteriellen Steifigkeit. Allerdings ist zu erwähnen, dass bei dieser Versuchsreihe nicht HIT sondern 
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ein Ausdauertraining zur Anwendung kam (Kitzmann 2013a).
Ähnliche Ergebnisse liefert eine von Angadi et al.  durchgeführte vergleichende Studie zwischen 
HIT und MCT. Die mittels FMD an der A. brachialis untersuchte Endothelfunktion zeigt weder 
nach Durchführung des HIT, noch nach einem MCT eine Verbesserung (Angadi 2015).
Möglicherweise  lassen  sich  die  verschiedenen  Ergebnisse  auf  unterschiedlich  durchgeführte 
Messmethoden zurückführen.  Während Kitzmann et  al.  und Angadi  et  al.  die  Endothelfunktion 
anhand der  nicht-invasiven FMD-Methode an der A. brachialis  untersuchten,  wurde in  der hier 
vorgelegten Studie die direkte aortale Messung der ACh- und SNP-induzierten Dilatationsfähigkeit 
bevorzugt. Weitere wahrscheinliche Gründe sind die unterschiedlichen Modelle (Mensch vs. Tier), 
verschiedene  Trainingsformen  (HIT  vs.  MCT),  die  Lokalisation  der  Endothelmessung  sowie 
individuelle Einflussgrößen wie z.B. Alter oder Geschlecht.
Anhand der gewonnenen Daten lässt sich zusammenfassend sagen, dass ein körperliches Training in 
Form  von  HIT  sowohl  zu  einer  Verbesserung  der  endothelabhängigen,  als  auch  der 
endothelunabhängigen Vasodilatation bei HFpEF im hypertensiven Tiermodell  führt.  Übertragen 
auf den Menschen könnten diese Ergebnisse das Tor zu einer effektiven Therapiemöglichkeit bei 
HFpEF  öffnen,  wobei  dafür  noch  weitere  Forschung,  vor  allem  in  Bezug  auf  die  humane 
Übertragbarkeit,  erfolgen  muss.  Möglicherweise  könnte  die  seit  2014  laufende  prospektive 
randomisierte  multizentrische OptimEx-CLIN-Studie diesbezüglich offene Fragen klären (Suchy 
2014).
5.6 HIT und molekulare Zusammenhänge
Zur Beantwortung der Frage, welche Veränderungen HIT auf molekularer Ebene bewirkt, wurde ein 
Teil der HFpEF-Tiere dieser Trainingsform unterzogen. Nach Abschluss des 28-wöchigen Trainings 
und  der  Entfernung  der  Aorta  können  folgende  Feststellungen  anhand  des  hypertensiven 
Tiermodells gemacht werden: Einerseits zeigen sich eine Verbesserung der dilatierenden Reaktion 
auf  ACh  und  SNP,  eine  gesteigerte  eNOS-Expression,  eine  Abnahme  der  AGE-modifizierten 
Proteine sowie eine Verminderung der MMP-2- und MMP-9-Aktivitäten. Andererseits kommt es 
jedoch weder zu einer signifikanten Veränderung der NADPH-Oxidase-Expression oder der durch 
HFpEF ausgelösten Gefäßwandhypertrophie, noch zu einer Verbesserung der Endothelzelldeckung.
Dem HIT als moderne Trainingsform werden viele positive Effekte zugeschrieben. So konnte z.B. 
nachgewiesen  werden,  dass  es  sowohl  bei  untrainierten  bis  leichttrainierten,  aber  auch  bei 
hochtrainierten  Gesunden zu  einer  Leistungssteigerung  kommt.  Dies  begründet  sich  zum einen 
durch die Hochregulation aerober und anaerober Stoffwechselprozesse (Laursen & Jenkins 2002) 
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und zum anderen mit einer Zunahme des Herzminuten- (Helgerud 2007) sowie des Blutvolumens 
(Shepley 1992),  die  wiederum eine  Erhöhung der  Sauerstofftransportkapazität  zur  Folge  haben 
(Sperlich 2013). Neuen Erkenntnissen zufolge führen zudem die bei einem HIT entstehenden hohen 
Laktatkonzentrationen zu einer Verbesserung der mitochondrialen Funktion (Wisloff 2007) und der 
oxidativen Kapazität des Skelettmuskels (Burgomaster 2008, Kindermann 2013). Weiterhin konnte 
ein Forscherteam um Kemmler et al. anhand eines 16-wöchigen Laufbandtrainings an untrainierten 
Männern  eine  Erhöhung  des  LVMI (linksventrikulärer  Massenindex)  und der  VO2max ermitteln. 
Zudem  verbesserte  sich  sowohl  bei  einem  HIT,  als  auch  bei  moderatem  Ausdauertraining 
nachweislich  die  Intima-Media-Dicke  (Kemmler  2015).  Weitere  Studien  bescheinigen  dem 
Intervalltraining zudem positive Effekte in Bezug auf Blutdruck, Glukosetoleranz,  Blutfettwerte 
und inflammatorische Prozesse (Hafstad 2013, Kemmler 2015). 
Über den Einfluss des HIT auf die Endothelfunktion existieren bisher nur wenige Daten. Bekannt 
ist  jedoch  ein  genereller  positiver  Effekt  von  körperlichem Training  auf  die  Endothelfunktion, 
sowohl bei Gesunden (Clarkson 1999), als auch bei Patienten mit Herz-Kreislauf-Erkrankungen. So 
konnten beispielsweise Hambrecht et. al in einer Ergometrietrainingsstudie an KHK-Patienten in 
der  Trainingsgruppe  eine  zweifach  erhöhte  eNOS-Expression  (als  Marker  einer  verbesserten 
endothelialen  Funktion),  im  Vergleich  zur  nicht  trainierenden  Kontrollgruppe  beobachten 
(Hambrecht 2003). Eine andere von Hambrecht et al. im Rahmen der KHK durchgeführte Studie 
bestätigt ebenfalls die trainingsabhängige Verbesserung der Endothelfunktion. Dabei absolvierten 
die 10 Patienten der Trainingsgruppe ein Fahrradergometrietraining 6-mal täglich für jeweils 10min 
über einen Gesamtzeitraum von vier Wochen (Hambrecht 2000b). Ähnliche Ergebnisse liefert eine 
von Higashi et al. durchgeführte Studie an hypertensiven Patienten. Nach Durchführung eines 12-
wöchigen  Gehtrainings  konnten  die  Forscher  ebenfalls  eine  Zunahme  der  endothelabhängigen 
Blutflusssteigerung und damit eine Verbesserung der Endothelfunktion nachweisen (Higashi 1999, 
Britten 2000). Jedoch muss angemerkt werden, dass weder die Patienten bei Hambrecht et al. noch 
bei Higashi et al. ein HIT durchführten.
Aber  es  gibt  auch einige Forscher,  die  eine Verbesserung der  Endothelfunktion durch das  HIT 
beschreiben (Kemmler 2015, Fallahi 2016, Kolmos 2016). So konnte beispielsweise das Team um 
Fallahi et al. im Rahmen einer HIT-Trainingsstudie an Wistar-Ratten eine signifikante Erhöhung der 
eNOS-Expression nachweisen.  Diese wurde jedoch am Herzmuskel  gemessen und nicht  in  den 
Endothelzellen (Fallahi 2016). 
Welchen Einfluss das HIT auf die Endothelfunktion bei HFpEF hat, ist bis dato nur wenig erforscht. 
Zudem existieren bisher kaum Studien, in denen explizit ein Augenmerk auf die MMP-2, MMP-9 
und die AGEs gelegt wurde.
Eine erste wichtige Entdeckung der vorliegenden Studie ist die Erhöhung der eNOS-Expression und 
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damit eine Verbesserung der Endothelfunktion durch das HIT. Diese Tatsache beruht wahrscheinlich 
vorrangig  auf  dem trainingsinduzierten  gesteigerten  Herzzeitvolumen,  in  dessen  Folge  sich  der 
Blutfluss erhöht und somit die auf das Endothel wirkenden Scherkräfte zunehmen. Am Ende der 
Kaskade steht eine Mehrproduktion an NO und dadurch eine verbesserte Vasodilatation bei den 
Tieren der HFpEF-Gruppe (Britten 2000). Dieser Ansatz liefert eine mögliche Erklärung für die hier 
nachgewiesene gesteigerte endothelabhängige Funktion.
Aufgrund des von Paulus & Tschöpe beschriebenen, vermehrten oxidativen Stresses bei HFpEF 
(Paulus & Tschöpe 2013) wird in der vorliegenden Studie weiterhin die Reaktion der NADPH-
Oxidase gp91phox, als eines der wichtigsten ROS-produzierenden Enzyme  (Sandri 2009), auf  HIT 
untersucht. Eine erst kürzlich von Cunha et al. durchgeführte Studie erforschte den Einfluss von 
körperlichem Training auf das Verhalten der NADPH-Oxidase bei herzinsuffizienten Ratten. Bei 
den 32 männlichen Wistar-Ratten wurde die Herzinsuffizienz infarktinduziert ausgelöst und ein Teil 
der  Tiere  einem  8-wöchigen  Laufband-Ausdauertraining  unterzogen.  Im  Ergebnis  zeigten  die 
trainierten  Tiere  eine  Abnahme der  NADPH-Oxidase-Aktivität  und eine  Reduktion  der  NOX2-
mRNA-Expression (Cunha 2017). 
Ähnliche Resultate ergab eine jedoch mit KHK-Patienten durchgeführte Trainingsstudie. Auch bei 
diesen Versuchen konnten die  Forscher  als  Reaktion auf  ein Ausdauertraining eine verminderte 
Expression der gp91phox sowie deren reduzierte Aktivität nachweisen. Zudem zeigte sich in dieser 
Studie eine Abnahme der ROS-Produktion (Adams 2005).
Die Verringerung des  oxidativen Stresses sowie die  Abnahme der  Enzymaktivität  der  NADPH-
Oxidase durch ein HIT konnte durch die erst kürzlich von Bowen et al. publizierte Studie aufgezeigt 
werden. Dabei erfolgten die Versuche jedoch anhand eines DOCA(deoxycorticosterone acetate)-
Salz-Mausmodells (Bowen 2017). 
Aufgrund dieser Daten und der Annahme, dass Hypertension als der wichtigste Risikofaktor der 
HFpEF gilt (McMurry 2008), besteht die Erwartung auf ähnlich gelagerte Ergebnisse bei den hier 
durchgeführten  Versuchen.  Überraschenderweise  zeigen  die  HIT-Tiere  der  vorliegenden  Studie 
jedoch keine Zunahme der NADPH-Oxidase-Expression. Dies könnte einerseits bedeuten, dass das 
HIT keinen positiven Effekt auf den oxidativen Stress hat. Da die NADPH-Oxidase jedoch nur eine 
mögliche Komponente zur ROS-Produktion darstellt, kann es andererseits trotzdem durch das HIT 
zu einer Abnahme des oxidativen Stresses kommen. Um dies nachzuweisen bedarf es noch weiterer 
Untersuchungen.
Bezüglich des Einflusses eines HIT auf die MMP-Aktivität bzw. auf die Ablagerung von AGEs 
wurden bisher kaum Untersuchungen durchgeführt. Eine von Kwak et al. durchgeführte Studie an 
alternden  Rattenherzen  beschreibt  einen  positiven  Einfluss  von  körperlichem  Training  auf  die 
Fibrose sowie auf das dysregulierte MMP-Gleichgewicht (Kwak 2011). Ähnliche Entdeckungen 
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machte ein Forscherteam um Hafstad et  al.  bei der Untersuchung von adipösen Mäusen. Dabei 
führte sowohl ein MCT, als auch das HIT, neben der Verbesserung der Glukosetoleranz und der 
Reduktion  des  oxidativen  Stresses,  zu  einer  Abnahme  der  kardialen  Fibrose  sowie  des 
intrazellulären MMP-2-Gehaltes (Hafstad 2013). 
Anhand  der  gewonnenen  Daten  über  die  MMP-Aktivitäten  und  die  AGEs  können  in  der 
vorliegenden Studie ähnliche Beobachtungen gemacht werden. So vermittelt das HIT sowohl eine 
Abnahme der MMP-2-, als auch der MMP-9-Aktivität. Wenn auch mit abnehmender Tendenz, liegt 
jedoch vor allem die MMP-2-Aktivität nach dem 28-wöchigen Training noch signifikant über den 
Werten der Kontrollgruppe. Auch mit Blick auf die AGEs kann deren deutliche Reduktion durch 
das  HIT nachgewiesen  werden.  Aufgrund  der  bereits  beschriebenen  Mechanismen,  sowohl  der 
MMPs,  als  auch der  AGEs,  liefern  diese  Ergebnisse  eine  mögliche  Erklärung für  die  auch im 
hypertensiven  Tiermodell  nachgewiesene  verbesserte  endothelunabhängige  Vasodilatation  durch 
das HIT. Demnach scheint dieses zum einen die Einlagerung von Kollagen und zum anderen die 
Ausbildung  von  Crosslinks  zu  reduzieren  und  bewirkt  dadurch  eine  Regression  der  arteriellen 
Steifigkeit. 
Zusammenfassend ist zu sagen, dass das HIT viele positive Effekte auf molekularer Ebene erzielt. 
Im Rahmen der vorliegenden Studie kann jedoch nur ein Teil der komplexen Mechanismen, die im 
Zusammenhang  mit  der  HFpEF  stehen,  beleuchtet  werden.  Dennoch  liefern  die  gewonnenen 
Ergebnisse  einige  neue  Aspekte,  welche  durch  ein  HIT beeinflusst  werden  können.  Dies  gilt 
besonders  im Hinblick  auf  die  MMPs  und  die  AGEs  sowie  die  damit  verbundene  verbesserte 
endothelunabhängige  Funktion.  Das  hypertensive  Tiermodell  liefert  jedoch  auch  einige 
Erklärungsansätze für die bei HFpEF auftretende endothelabhängige Funktionsstörung und deren 
Verbesserung durch das HIT. Insgesamt bleiben viele Details noch unklar und bedürfen weiterer 
Forschungsarbeit.
5.7 Probleme und Grenzen der Studie
Wie jede  Studie  stößt  auch  die  vorliegende  an  bestimmte  Grenzen  und wird  vor  verschiedene 
Probleme  gestellt.  Ein  erster  Punkt  ist  die  große  Heterogenität  unter  den  HFpEF-Patienten. 
Erwiesenermaßen  erkranken  insbesondere  Frauen  über  65  Jahre  an  dieser  Form  der 
Herzinsuffizienz  (Vasan  1995,  Owan  2006,  Fonarow  2007).  Jedoch  manifestiert  sich  diese 
Erkrankung auch bei Männern und jüngeren Personen beider Geschlechter. Neben den alters- und 
geschlechtsabhängigen  Merkmalen  differieren  die  Patienten  vor  allem  in  unterschiedlicher 
körperlicher  Konstitution,  Komorbiditäten,  Trainingszustand,  Ernährungsgewohnheiten,  Schwere 
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und  Anzahl  der  Symptome  und  genetischer  Prädisposition.  Das  in  dieser  Studie  angewendete 
Tiermodell wurde an weiblichen Ratten durchgeführt,  bei denen als Komorbidität lediglich eine 
arterielle Hypertonie nachgewiesen wurde. Ob die Tiere noch weitere Nebenerkrankungen hatten, 
wurde nicht untersucht. Auch bezüglich der anderen genannten Faktoren erfolgte keine Analyse. 
Demnach bildet das Modell nur eine bestimmte Population der HFpEF-Erkrankten ab. 
Eine  weitere  Limitierung  der  Studie  ergibt  sich  durch  die  Betrachtung  nur  einer bestimmten 
Komorbidität,  der arteriellen Hypertonie, welche als Hauptrisikofaktor der HFpEF angenommen 
wird (McMurry 2008). Einige Daten deuten jedoch darauf hin, dass verschiedene nicht-kardiale 
Nebenerkrankungen  wie  z.B.  eine  chronische  Nierenerkrankung,  Diabetes  mellitus,  COPD, 
Adipositas oder Anämie zum einen eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Erkrankung spielen 
und zum anderen bei HFpEF im Vergleich zur HFrEF häufiger zum Tod führen bzw. beitragen 
(Ather 2012, Paulus & Tschöpe 2013). Anhand des hier genutzten hypertensiven  Tiermodells ist es 
möglich, neben dem Bluthochdruck, die LV Hypertrophie sowie eine diastolische Dysfunktion zu 
beurteilen.  Die  nicht-kardialen  Komorbiditäten  konnten  darin  jedoch  keine  Berücksichtigung 
finden. Demnach ist es möglich, dass in der vorliegenden Studie sowohl die Hypertrophie, als auch 
die diastolische Funktionsstörung, im Vergleich zu den Komorbidiäten überbewertet werden. Dieses 
Problem  kann  nur  durch  den  Einsatz  anderer  bzw.  verschiedener  Modelle,  welche  diese 
Komorbiditäten  einschließen,  gelöst  werden,  z.B.  mittels  Diabetes  mellitus-,  Adipositas-  oder 
Kardiometabolischen Modellen (vgl. Tab. 1 [S. 19]). 
Eine nächste Schwierigkeit bei der allgemeinen Erforschung der HFpEF und damit auch in der 
vorliegenden  Studie  ergibt  sich  aus  den  unterschiedlichen  Diagnosekriterien  der  verschiedenen 
Fachgesellschaften.  Sowohl  die  ESC  als  auch  die  ACC/AHA beschreiben  die  HFpEF  als  ein 
komplexes klinisches Syndrom mit Herzinsuffizienz-typischen Symptomen und einer erhaltenen EF 
von mehr als 50%. Jedoch fordert die ESC im Gegensatz zur ACC/AHA für die Festlegung der 
Diagnose das Vorliegen einer relevanten strukturellen oder funktionellen myokardialen Veränderung 
(Dickstein 2008, McMurry 2012, Yancy 2013). Die Tiere der vorliegenden Versuchsreihe zeigen 
sowohl eine LV Hypertrophie als auch eine diastolische Dysfunktion und orientieren sich damit an 
den von der ESC geforderten Kriterien. Für eine HFpEF-Diagnose nach ACC/AHA-Definition, die 
ohne diese strukturelle oder funktionelle myokardiale Veränderung auskommt, haben die Ergebnisse 
daher nur begrenzte Aussagekraft.
Neben  den  genannten  Problemen  ergeben  sich  auch  Limitierungen  aufgrund  der  angewandten 
Messmethoden. Die Entscheidung zur Anwendung des hypertensiven Tiermodells begründet sich 
damit, dass dies aktuell das am besten verfügbare Modell zu sein scheint, da die Dahl-SS-Ratten 
viele  auch  klinisch  bei  HFpEF-Patienten  auftretende  Eigenschaften  aufweisen,  wie  z.B.  die 
Erhöhung von E/E`,  des LVEDP, des NT-proBNP oder  der  LV Masse sowie eine erhaltene EF 
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(Paulus 2007). Zudem wurde die arterielle Hypertonie, als wahrscheinlich wichtigster Risikofaktor, 
zur  Induktion  der  HFpEF  herangezogen  (McMurry  2008).  Möglicherweise  könnten  jedoch 
zusätzliche Messungen, wie beispielsweise die Bestimmung der Gewebegeschwindigkeit oder der 
Dehnrate, zu einer verbesserten Charakterisierung der Dahl-SS-Ratten führen. Diese wurden jedoch 
in  der  vorliegenden  Studie  nicht  angewendet.  Obwohl  klinisch  heutzutage  häufig  in-vivo-
Messungen  an  peripheren  Arterien  durchgeführt  werden,  wie  beispielsweise  die  arterielle 
Blutdruckmessung, wurde in den oben beschriebenen Experimenten die Endothelfunktion der Tiere 
ausschließlich in vitro an der Aorta bestimmt. Der Grund ist ein deutlich erschwerter Zugang zu den 
peripheren  Arterien,  im Vergleich  zur  Aorta.  Allerdings  konnte  nachgewiesen werden,  dass  die 
aortal  gemessene  Endothelfunktion  vergleichbar  mit  der  in  peripheren  Arterien  ist  (Guo 2014). 
Zudem  konnte  eine  starke  Korrelation  zwischen  in-vivo-  und  in-vitro-Messungen  festgestellt 
werden, was die These der generalisierten systemischen Effekte bestätigt (Dharmashankar 2012).
Ein weiteres Problem der vorliegenden Studie besteht in der nicht möglichen direkten Beurteilung 
des Einflusses der NO-Bioverfügbarkeit auf die Vasodilatation mit Hilfe einer eNOS-hemmenden 
Substanz wie beispielsweise L-NAME (Nitro-L-Argininmethylester) oder ADMA, aufgrund einer 
zu langen Dauer der in-vitro-Messungen und den damit verbundenen Störungen der Gefäßfunktion. 
Deshalb  fiel  in  der  vorliegenden  Studie  die  Entscheidung  zur  Bestimmung  der  endothel-
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Die Herzinsuffizienz erlangt mit  einer weltweiten Prävalenz von 23 Mio. Erkrankten und stetig 
steigenden  Hospitalisierungsraten  als  öffentliches  Gesundheitsproblem  zunehmende  Bedeutung. 
Während  sich  für  die  Herzinsuffizienz  mit  reduzierter  Ejektionsfraktion  (HFrEF)  bereits  eine 
Standardtherapie  etabliert  hat,  basierend  auf  Medikamenten,  interventionellen  Verfahren  und 
körperlicher  Betätigung,  kann  dies  für  die  HFpEF  (Herzinsuffizienz  mit  erhaltener 
linksventrikulärer Ejektionsfraktion) nicht ausgesagt werden. Bei anhaltenden und mit denen der 
HFrEF  vergleichbaren  hohen  Mortalitäts-  und  Morbiditätsraten,  existieren  bisher  keine 
erfolgreichen Behandlungsoptionen. Zudem sind die zugrundeliegenden Mechanismen der HFpEF 
bisher kaum erforscht und verstanden. Auch das Vorhandensein einer endothelialen Dysfunktion 
wird  aktuell  kontrovers  diskutiert.  Da  die  HFpEF  etwa  die  Hälfte  aller  Herzinsuffizienzfälle 
ausmacht, ist es umso mehr von Bedeutung, die zugrundeliegenden Mechanismen zu ergründen und 
die Forschung in Bezug auf eine baldige effektive Therapiestrategie voranzubringen.
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Ziel dieser Arbeit ist es, die molekularen und funktionellen Veränderungen des aortalen Endothels 
bei HFpEF sowie dessen Reaktion auf ein Hochintensives Intervalltraining (HIT) im hypertensiven 
Rattenmodell zu erforschen. Im Fokus der Untersuchungen stehen neben der eNOS (endotheliale 
Stickstoffmonoxid-Synthase),  die NADPH-Oxidase gp91phox,  die MMP-2 und -9 (Matrixmetallo-
proteinasen) sowie die AGEs (Advanced glycation endproducts). 
Um die Fragestellungen zu klären, wurden 32 weibliche Dahl-salzsensitive-Ratten in drei Gruppen 
eingeteilt: 1) Kontrollgruppe (Futter mit 0,3% NaCl), 2) HFpEF (8% NaCl) und 3) HFpEF+HIT 
(8% NaCl).  Im Anschluss  an ein 28-wöchiges  Intervall-Laufbandtraining der  Gruppen 2 und 3 
erfolgten  durch  Kollegen  der  Universität  Trondheim echokardiographische  sowie  invasive 
hämodynamische Untersuchungen zur Beurteilung der diastolischen Funktion. Nach Entnahme der 
Aorten konnte die Endothelfunktion in vitro, mittels Acetylcholin (ACh) und Natrium-Nitroprussid 
(SNP), gemessen werden. Die Expression der eNOS, der NADPH-Oxidase und der AGEs wurde 
durch  Western  Blots  ermittelt,  wohingegen  die  Bestimmung  der  MMP-Aktivitäten  mittels 
Zymographie  erfolgte.  Zur  Beurteilung  einer  möglichen  Gefäßwandhypertrophie  sowie  der 
Endothelzelldeckung erfolgten (immun-)histochemische Anfärbungen.
Im Ergebnis zeigen sich gestörte Dilatationsreaktionen der HFpEF-Tiere auf ACh und SNP, eine 
verminderte Expression der eNOS um 46%, eine um 183% erhöhte Aktivität der MMP-2 sowie der 
MMP-9  um 68% und eine  um 126% erhöhte  AGE-Expression.  Alle  diese  krankheitsbedingten 
Auffälligkeiten erfuhren durch das HIT eine Verbesserung. Im Hinblick auf die NADPH-Oxidase 
konnte  in  der  HFpEF-Gruppe,  im Vergleich  zu  den  gesunden  Kontrolltieren,  kein  Unterschied 
nachgewiesen  werden,  ebenso  bei  der  Betrachtung  der  Endothelzelldeckung.  Die  Messung  des 
Gefäßwanddurchmessers ergab signifikant höhere Werte bei den HFpEF und HFpEF+HIT-Tieren.
Aus den gewonnenen Daten lässt sich zum einen ableiten, dass es in diesem Tiermodell zu einer 
Störung der endothelabhängigen Vasodilatation kommt. Diese geht mit einer verminderten eNOS-
Expression  einher,  in  deren  Folge  weniger  Stickstoffmonoxid  synthetisiert  wird  und  damit  die 
Vasodilatation eingeschränkt ist.  Zudem wurden zur Auslösung einer Relaxation deutlich höhere 
Acetylcholinkonzentrationen benötigt. 
Zum anderen kann, aufgrund der  verminderten vaskulären Reaktion der  HFpEF-Tiere auf  SNP, 
ebenso auf eine Störung der endothelunabhängigen Funktion in diesem Modell geschlossen werden. 
Dies  wird bestätigt  durch die  bei  HFpEF in allen Wandschichten vermehrt  abgelagerten AGEs, 
welche über die Ausbildung von Querverbindungen zu einer Versteifung des Gefäßes führen. Auch 
die  nachweislich  erhöhten  Aktivitäten  der  MMP-2  und  MMP-9  begünstigen  dieses  vaskuläre 
Remodeling,  aufgrund  eines  gesteigerten  Elastinabbaus  sowie  einer  vermehrten  Kollagen-
einlagerung.
Die NADPH-Oxidase, als Marker für den von einigen Forschern beschriebenen oxidativen Stress 
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bei HFpEF, zeigt im hypertensiven Tiermodell keinen signifikanten Unterschied zwischen den drei 
Gruppen. Demnach kann in der vorliegenen Studie ein möglicher oxidativer Stress nicht mittels der 
NADPH-Oxidase  erklärt  werden.  Jedoch  lässt  sich  das  Vorliegen  vermehrter  Reaktiver 
Sauerstoffspezies auch nicht ausschließen.
Durch  das  HIT wird  eine  Verbesserung  der  eNOS-Expression,  eine  verminderte  MMP-2-  und 
MMP-9-Aktivität sowie eine geringere Ablagerung von AGEs erreicht. In der Folge verbessert sich 
einerseits  die  endothelabhängige  Reaktion  über  eine  gesteigerte  NO-Produktion.  Andererseits 
normalisiert sich die Gefäßwandzusammensetzung im Sinne einer rückläufigen Steifigkeit, welche 
wiederum zu einer verbesserten endothelunabhängigen Vasodilatation führt.
Lediglich einen geringen positiven Einfluss, welcher jedoch nicht signifikant ist, hat das HIT auf 
die Expression der NADPH-Oxidase. Eine Reduktion des Oxidativen Stresses kann demnach über 
diesen Mechanismus nicht nachgewiesen werden. Allerdings ist es dennoch möglich, dass das HIT 
zu  einer  Abnahme  der  Reaktiven  Sauerstoffspezies  führt,  da  diese  auch  auf  anderen  Wegen 
produziert werden. 
Ebenso  vermittelt  das  HIT  keine  Veränderung  der  Endothelzelldeckung  oder  des  Gefäßwand-
durchmessers.
Zusammenfassend  lässt  sich  sagen,  dass  es  bei  der  HFpEF  sowohl  zu  einer  Störung  der 
endothelabhängigen, als auch der endothelunabhängigen Vasodilatation kommt, einhergehend mit 
verminderter  eNOS-Expression,  vermehrter  AGE-Ablagerung  und  erhöhten  MMP-Aktivitäten. 
Diese  Veränderungen  liefern  einen  möglichen Erklärungsansatz  für  die  bei  HFpEF vorliegende 
Trainingsintoleranz.  Mit Hilfe des HIT können die beobachteten Veränderungen verbessert  bzw. 
normalisiert  werden.  Anhand  dieser  Erkenntnisse  kann  das  HIT  als  mögliche  effektive 
Behandlungsmethode in Zukunft nähere Beachtung finden, da es viele positive Effekte vermittelt 
und aktuell womöglich die einzige Therapieoption darstellt. Jedoch bleibt die Frage offen, welchen 
Einfluss  das  HIT auf  den  Patienten  hat  und  in  welcher  Form  es  durchgeführt  werden  sollte. 
Außerdem müssen weitere Studien durchgeführt werden, um die molekularen Mechanismen noch 
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